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Le TGFβ est un facteur clé dans l'homéostasie du réseau vasculaire. Le laboratoire a 
découvert que le TGFβ  induit des podosomes dans les cellules endothéliales (CE) artérielles 
in vitro. Ces microdomaines riches en F-actine, sont capables de dégrader localement la 
matrice extracellulaire. Nous avons mis en évidence des structures de même type dans 
l’endothélium natif, démontrant la pertinence des observations in vitro. Les CE expriment 2 
récepteurs de type I au TGFβ, ALK5 et ALK1, dont les fonctions respectives sur les CE font 
l’objet de controverses. Nous montrons in vitro, que l’assemblage des podosomes est 
dépendant de ALK1 et est induit dans un contexte d'activation de la CE. La fibronectine, 
présente dans la matrice lors de situations d'activation de la CE, est régulée par TGFβ /ALK1 
dans notre modèle et est essentielle à la formation des podosomes. L'ensemble des données 
obtenues laisse présager un rôle des podosomes endothéliaux dans le remodelage artériel en 











ADRESSE DU LABORATOIRE  
Institut Européen de Chimie et Biologie  
INSERM U889 / IECB Equipe Dr E. Genot 
Laboratoire de Signalisation Cellulaire  
2 rue Robert Escarpit  
33607 PESSAC, France. 
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TGFβ, a pleiotrop cytokine, acts as an important regulator for the maintenance of vascular 
homeostasis. Our team has discovered, for the first time, that TGFβ induces podosomes 
formation in aortic endothelial cells (EC) in vitro. Podosomes are highly dynamic adhesion 
microdomains formed at the ventral membrane, consisting of a core of F-actin and actin-
associated proteins, surrounded by a ring structure which in turn is consisting of plaque 
proteins as well as signaling proteins. In addition to the presence of specific markers, they are 
distinguished from other adhesion structures by the presence of metalloproteases, endowing 
them with the ability to degrade the extracellular matrix locally. We have bringing to light 
these structures in the endothelium of native arterial vessel exposed to biologically active 
TGFβ, showing relevance of these structures. Endothelial cells express two types I receptors 
of TGFβ, ALK5 and ALK1, which relative function on EC are controversial. We show in our 
model in vitro, that podosomes formation is ALK1-dependent and are induced when EC are in 
an active background. Fibronectin, an extracellular matrix component which is present during 
active situation, is regulated by TGFβ/ALK1 signaling pathway and is essential for 
podosomes formation. This work open up new avenues to study the role of podosomes in 
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Les cellules endothéliales jouent un rôle clé dans le maintien et le contrôle de l’intégrité du 
réseau vasculaire. Elles participent à de nombreux processus biologiques tels que la réponse 
aux variations du flux sanguin, la régulation de la perméabilité vasculaire, le remodelage 
vasculaire et s’inscrivent ainsi au cœur de pathologies cardiovasculaires sévères. En contact 
direct ave le flux sanguin, les cellules endothéliales subissent de nombreuses tensions 
cellulaires, et s’y adaptent grâce à la mises en jeu de propriétés de plasticité cellulaire, 
assurées notamment par le cytosquelette d’actine. Le cytosquelette d’actine est à l’origine des 
modifications de l’architecture et de la morphologie des cellules. 
Le TGF est un facteur de croissance et de différenciation impliqué dans de nombreux 
processus physiologiques au cours de la vie d’un organisme. Notamment, le TGF est un 
acteur majeur dans le développement vasculaire. Il participe chez l’adulte au remodelage 
vasculaire, à l’artériogénèse, ou encore l’angiogénèse. Les effets du TGF sont complexes et 
dépendent du contexte cellulaire et physiopathologique. Le TGF exerce des effets sur le 
cytosquelette d’actine et contribue ainsi à la plasticité des cellules endothéliales.  
 
Le laboratoire a découvert un nouveau processus dans les cellules endothéliales artérielles en 
découvrant leur capacité à former des structures singulières d’actine, nommées podosomes, en 
réponse au TGF. Les podosomes sont des microdomaines, riches en F-actine, et présentent la 
particularité de dégrader localement la matrice extracellulaire. Les podosomes apparaissent 
comme un nouveau dispositif cellulaire laissant présager un rôle important de ces podosomes 
endothéliaux dans le remodelage artériel, en particulier comme acteurs clés de la régulation de 
la composition de la MEC. 
 
Les podosomes endothéliaux ont été décrits jusqu’à présent dans des modèles in vitro. Afin de 
déterminer la pertinence de telles structures, il nous est apparu important de mettre en 
évidence les podosomes dans un endothélium natif. La découverte des podosomes 
endothéliaux en réponse au TGF nous amène à comprendre le rôle de ces structures in vivo. 
Pour aborder cet aspect, nous nous somme intéressés à déterminer, par une approche in vitro, 
comment est régulé le podosome et dans quels contextes il peut se former. 
 





L’objectif de cette étude bibliographique est de donner un aperçu des connaissances actuelles 
concernant les régulations physiopathologiques vasculaires par le TGF. L’accent sera mis 
sur les acteurs qui participent à la morphologie et la physiopathologie de la cellule 
endothéliale. 




I- Morphogénèse de l’arbre vasculaire 
Les vertébrés possèdent un système circulatoire clos constitué d’un réseau vasculaire 
extrêmement ramifié et spécialisé avec un cœur, le tout assurant le transport du sang. La 
survie de l’organisme est dépendante de ce système circulatoire. La relation entre le 
saignement et la mort a été mis en évidence très tôt dans l’histoire de l’humanité. Les 
égyptiens, entre autre, avaient identifié le sang comme source de vie et siège de l’âme. Galien 
(131-201) est le premier à faire une description précise du réseau d’artères et de veines à 
partir de dissections de porcs. Ce n’est que bien plus tard que le terme de circulation sera 
utilisé, pour la première fois par Andrea Cesalpino (1519-1603) et qui attribue le rôle de la 
circulation au cœur. Enfin, c’est à William Harvey (1578-1657) que l’on doit la première 
description complète et juste du système circulatoire rendue publique en 1628 dans son 
ouvrage Exercitatio Anatomica de Motu Cordis.  
 
1.  Organisation générale du système vasculaire 
Le système circulatoire est constitué d’un cœur et d’un réseau vasculaire artériel d’une part et 
veineux d’autre part. La principale fonction du cœur est de maintenir un débit sanguin continu 
au sein de l’appareil circulatoire, celui-ci assurant ainsi le transport et l’échange interne des 
ressources, notamment des nutriments et du dioxygène vers les cellules de l’organisme  mais 
aussi la collecte des déchets métaboliques tels que le dioxyde de carbone qui quitte les 
cellules. On distingue la circulation systémique (ou grande circulation), dont le rôle est de 
recharger les muscles et les organes en dioxygène et nutriments, et la circulation pulmonaire 
(ou petite circulation), dont le rôle est d’assurer la ré-oxygénation du sang par les poumons et 
l’élimination par ceux-ci du dioxyde de carbone.  Le réseau artériel apporte le sang chargé en 
oxygène et nutriments du cœur aux tissus alors que le réseau veineux ramène le sang appauvri 
en oxygène vers le cœur. A l’inverse de la circulation systémique, le sang appauvri en 
oxygène est transporté dans la circulation pulmonaire par les artères pulmonaires où il y est 
oxygéné, alors qu’il retourne au cœur, enrichi en oxygène, par les veines pulmonaires. 




Le réseau artériel débute au niveau du cœur par l’aorte et va irriguer les tissus par les artères 
qui se subdivisent en artérioles puis en capillaires pour infiltrer les tissus. Les capillaires 
établissent le relais entre le réseau artériel et veineux, fermant ainsi la boucle du système 
circulatoire. Ils assurent ainsi des échanges gazeux et moléculaires bilatéraux entre tissus et 
compartiments sanguins. Les capillaires vont prendre en charge les déchets métaboliques et 
les transmettre aux veinules puis aux veines (figure 1). 
 
Figure 1 : Schémas de la circulation sanguine dans le réseau vasculaire d’après William Harvey. 
Le réseau  vasculaire transportant le sang riche en oxygène apparaît en rouge, alors que celui 
transportant le sang appauvri en oxygène apparaît en bleu. On distingue la circulation systémique et la 
circulation pulmonaire.  




L’endothélium constitue le revêtement interne de tous les vaisseaux, quelque soit le lit 
vasculaire.  Cet endothélium est constitué de cellules endothéliales qui reposent sur une fine 
couche de matrice extracellulaire : la lame basale. L’endothélium constitue une barrière 
étanche physique entre la circulation sanguine et les tissus, grâce notamment à la présence de 
jonctions entre les cellules endothéliales (Yee and Revel 1975; Simionescu, Simionescu et al. 
1976; Dejana, Tournier-Lasserve et al. 2009; Huber 2009). L’endothélium, de par sa situation 
entre la circulation sanguine et les tissus, occupe ainsi une place stratégique permettant d’une 
part les échanges d’un compartiment à l’autre et d’autre part en étant une interface dynamique 
capable de répondre à divers stimuli tels les cytokines présentes dans la circulation sanguine, 
les facteurs hémodynamiques liés à la pression du flux ou les forces de cisaillement (Davies, 
Dewey et al. 1984; Davies 1991; Toda, Yamamoto et al. 2008) ou encore le stress oxydatif 
engendré par exemple par les LDL oxydés, les ions superoxydes. Tous ces éléments peuvent 
perturber la morphologie et le fonctionnement de la cellule endothéliale. L’endothélium 
assure également un rôle de protection. En effet, une de ses principales fonction est la 
production de NO qui va permettre de réguler le tonus vasculaire en maintenant notamment la 
vasodilatation des vaisseaux par inhibition de la contraction des cellules musculaires lisses 
(Dusting, Macdonald et al. 1989; Moncada, Palmer et al. 1989; Vallance, Collier et al. 1989). 
Un autre exemple est celui des situations inflammatoires, où l’endothélium sécrète diverses 
chimiokines afin d’attirer les cellules immunitaires au site de l’infection (Issekutz 1990; 
Trepels, Zeiher et al. 2006) et participe ainsi à la diapédèse (Doukas, Hechtman et al. 1988; 
Schubert, Christophers et al. 1989; Basoni, Nobles et al. 2005; Xu, Dawson et al. 2005). Bien 
que l’endothélium recouvre la totalité du système vasculaire, il se spécialise selon les organes 
afin de remplir une fonction propre à l’organe concerné. Ainsi, dans le rein et dans le foie, une 
partie de l’endothélium est fenêtré, lui donnant une fonction de filtre moléculaire. A l’inverse, 
dans le système nerveux, les cellules endothéliales sont reliées par des jonctions serrées, 
assurant une étanchéité importante. L’endothélium participe dans ce cas à la barrière hémato-
encéphalique.  
L’endothélium est l’entité de tous les vaisseaux, mais la structure et la composition de la paroi 
vasculaire sont, quant à elles, intimement liées à leur fonction. On distingue les vaisseaux de 
gros calibres (artères et veines), ceux de moyens calibres (artérioles et veinules) et enfin les 
vaisseaux de petits calibres (capillaires) (Jain 2003) (figure 2). 




La paroi des vaisseaux de gros calibres est constituée de trois couches (ou tuniques) 
concentriques que sont l’intima, la média et l’adventice. L’intima, au contact direct de la 
lumière du vaisseau et donc du sang, est composée de l’endothélium et d’une couche de 
matrice extracellulaire sous-endothéliale : la lame basale. Cette membrane basale, synthétisée 
en partie par les cellules endothéliales elles-mêmes, est composée essentiellement de 
collagène IV, de laminine et de protéoglycanes comme le perlecan (Kalluri 2003). La média, 
couche principale de l’artère, est caractérisée par l’empilement concentriques d’unités 
lamellaires formées de plusieurs couches de lames élastiques concentriques entre lesquelles 
viennent s’interposer les cellules musculaires lisses. La média est limitée par les limitantes 
élastiques interne (LEI) et externe (LEE) qui sont d’épaisses lames constituée majoritairement 
d’élastine et percées de trous, ouvertures permettant le passage bidirectionnel de substances et 
de cellules.  Enfin, l’adventice, tunique la plus externe du vaisseau, repose sur la LEE qui la 
délimite de la média. Elle est principalement constituée de tissus conjonctifs, de fibroblastes 
et d’adipocytes. Les vasa vasorum, vaisseaux nourriciers de la paroi vasculaire et les 
innervations du système nerveux régulant le tonus vasculaire, viennent infiltrer l’adventice. 
Les parois des vaisseaux de gros calibres, riches en élastine, leur confère des propriétés 
élastiques importantes et sont dites à caractère résistif ce qui leur permet de s’accommoder 
aux grandes variations de flux engendrées par l’activité cardiaque. Il est à noter que dans les 
artères de calibres inférieurs à 1 cm telles les artères coronaires, cérébrales ou celles des 
membres des viscères, leur paroi est plus fine dû à une présence moindre d’élastine. Elles sont 
ainsi moins élastiques que les artères de gros calibres (diamètre supérieur à 1 cm) comme 
l’aorte, cependant elles sont beaucoup plus sensibles aux variations de vasodilatations et 
vasoconstriction. Enfin, les veines, bien qu’ayant un diamètre identiques aux vaisseaux de 
gros calibres, ne disposent pas de limitante élastique bien délimitée entre les différentes 
tuniques, et ont donc une paroi plus mince, qui contient plus de tissus conjonctif que 
musculaire. Leur compliance est supérieure à celle des artères, la lumière contient ainsi plus 
de volume sanguin avec une paroi plus extensible. La particularité des veines est la présence 
de valvules qui imposent le sens de la circulation du sang des organes vers le cœur. Ce 
système de lutte contre la pesanteur empêche ainsi les retours veineux (figure 2). 




Les vaisseaux de moyen calibre (quelques dizaines de µm à 1cm de diamètre) que sont les 
artérioles et les veinules, ont une structure similaire à celle des vaisseaux de gros calibre, mais 
simplifiée. Leur paroi est constituée de l’endothélium et de sa lame basale entourée d’une 
couche concentrique de cellules musculaires lisses et délimitée par une LEI et LEE. Tout 
comme pour les vaisseaux de gros calibre, la paroi des artérioles est plus riche en  cellules 
musculaires lisses (figure 2). 
Enfin, les vaisseaux de petit calibre que sont les capillaires (5 à 8 µm de diamètre) sont les 
plus abondants vaisseaux de l’organisme. Les capillaires sont organisés en réseaux 
arborescents dits lits capillaires et constituent la partie du système sanguin où la pression est 
la plus faible. Ils sont connectés aux artères et aux veines et interagissent de près avec les 
tissus, permettant ainsi les échanges en nutriments et oxygène. Ils sont constitués d’une 
monocouche de cellules endothéliales qui reposent sur une lame basale, associée de quelques 
fibres de collagènes. Contrairement aux autres vaisseaux, la paroi des capillaires, relativement 
souple et élastique, est très fragile, ne possédant pas de cellules musculaires lisses, mais elle 
peut être recouverte de péricytes disposés de façon éparse et assurant un rôle de soutien. Cette 
paroi si fine des capillaires permet aux molécules d’oxygène et d’eau de diffuser librement 
entre les tissus. Pour les mêmes raisons, les déchets métaboliques peuvent diffuser dans le 
sang pour être transportés vers le foie et les reins, organes aux fonctions de détoxification du 
sang (figure 2). 





Figure 2 : Composition de la paroi des différents types de vaisseaux. (A) Vaisseaux de petit et 
moyen calibre. (a) coupe transversale, (b) vue d’ensemble du réseau capillaire connectant le réseau 
artériel et le réseau veineux. (B) Schémas de la composition générale des vaisseaux de gros calibre en 
coupe transversale (a) et longitudinale sur vaisseaux dénudés (b). D’après (Jain 2003) et (Cleaver and 
Melton 2003) 
Le système cardiovasculaire est le premier organe fonctionnel à se mettre en place chez 
l’embryon, le bon développement des tissus dépendant d’un apport adéquat en oxygène via le 
cœur et les vaisseaux sanguins. Plusieurs étapes consécutives et coordonnées sont nécessaires 
à la bonne formation d’un arbre vasculaire fonctionnel : 
- La vasculogénèse, processus aboutissant à la formation d’un arbre vasculaire 
immature. 
- L’angiogénèse mettant en place d’un réseau plus complexe et ramifié à partir de 
l’arbre vasculaire primitif existant. 




- Enfin, l’artériogenèse permettant la maturation finale du réseau vasculaire, notamment 
par le recrutement de cellules murales. 
 
2.  Vasculogénèse 
La vasculogenèse est le processus par lequel les vaisseaux sanguins se forment de novo. Le 
système vasculaire se met en place très tôt au cours du développement embryonnaire, alors  
même que l’embryon est encore nourri par diffusion (Noden 1989; Risau and Flamme 1995; 
Conway, Collen et al. 2001). Les principaux constituants du système vasculaire, à savoir les 
cellules endothéliales et les cellules sanguines, sont déterminés très tôt d’un point de vue 
ontogénique. Ce sont les premières cellules différenciées produites pendant le développement 
embryonnaire. Durant la gastrulation, l’ectoderme s’invagine et forme le mésoderme d’où 
sont issus les précurseurs des cellules endothéliales et sanguines : les hémangioblastes 
(Flamme, Frolich et al. 1997; Eichmann and Corbel 1999). Dans le sac vitellin embryonnaire, 
les hémangioblastes se regroupent en îlots dont la couche périphérique sera à l’origine des 
angioblastes, précurseurs des cellules endothéliales ; alors que les cellules hématopoïétiques 
dériveront des hémangioblastes présents au centre des îlots sanguins. Puis, de proche en 
proche, la fusion des cellules endothéliales issues des différents îlots sanguins résulte en la 
formation du plexus vasculaire (Risau and Flamme 1995; Choi, Kennedy et al. 1998; 
Carmeliet 2000; Patan 2004)  (figure 3).   





Figure 3 : Schémas de la vasculogénèse dans le sac vitellin et l’embryon. Les précurseurs 
mésodermiques, les hémangioblastes, vont se différencier en cellules hématopoïétiques et 
angioblastes, eux-mêmes précurseurs des cellules endothéliales. La fusion des angioblastes aboutit à la 
formation d’un plexus vasculaire primitif. Ce plexus va subir différents types de remodelage et les 
cellules endothéliales vont acquérir une identité artério-veineuse permettant la mise en place de l’arbre 
vasculaire fonctionnel. D’après (De Val and Black 2009) 
Au sein de l’embryon proprement dit, le premier signe de la différenciation endothéliale est 
l’apparition d’angioblastes isolés dans le mésoderme, qui vont s’associer les uns aux autres 
pour former un plexus vasculaire. Il n’existe donc pas d’îlots sanguins. Enfin, 
l’interconnection des réseaux endothéliaux vitellin et intraembryonnaires met en place l’arbre 
endothélial primitif et aboutit à la différenciation de l’endocarde et des deux aortes dorsales 
(Tavian, Hallais et al. 1999; Drake and Fleming 2000; De Val and Black 2009) (figure 3). 
Il est important de noter que bien que les cellules endothéliales trouvent leur origine au sein 
du mésoderme, il existe deux territoires mésodermiques distincts qui participent à la 
vascularisation de l’embryon : un territoire mésodermique ventral, le mésoderme 
splanchnopleurale et un territoire mésodermique dorsal, le mésoderme paraxial. Le 
mésoderme paraxial ne forme que des cellules endothéliales, alors que le territoire 
splanchnopleural produit des cellules endothéliales qui vascularisent les viscères comme le 
tube digestif, forment les cellules endothéliales capables de gagner l’endothélium aortique 




ventral et participe à la formation de bourgeonnement hématopoïétique (Pardanaud, Luton et 
al. 1996) (figure 4).   
 
 
Figure 4 : Schémas des 2 territoires mésodermiques à l’origine du lignage des cellules 
endothéliales. Nous distinguons que les cellules endothéliales sont issues de 2 types de territoires 
mésodermiques : le mésoderme splanchnopleurale (M Sp) et le mésoderme somitique ou paraxial (M 
So). Les cellules endothéliales issues du M So assurent la vascularisation des dérivés dorsaux de 
l’embryon, en particulier les ailes (A) et les pattes, la paroi, les veines cardinales (VC). Le M Sp est à 
l’origine des CE qui vascularisent les viscères comme le tube digestif (TD), forme l’endothélium 
ventral de l’aorte. Le M Sp est aussi capable de produire des cellules hématopoïétiques. A Noter que 
l’aorte possède une origine de type mosaïque dont le toit de l’aorte est d’origine M So, alors que la 
partie ventrale est issue du M Sp. D’après (Pardanaud, Luton et al. 1996) 
 
L’ensemble des processus concomitants à la formation d’un réseau primitif vasculaire correct 
nécessite la coordination spatio-temporelle de nombreux facteurs (Goldie, Nix et al. 2008; De 
Val and Black 2009). Durant l’embryogénèse, la différenciation d’un lignage de cellules 
endothéliales à partir de cellules multipotentes mésodermiques est finement régulée par la 
présence de signaux soluble secrétés pas les cellules endodermiques adjacentes (Yancopoulos, 
Davis et al. 2000; De Val and Black 2009). L’un de ces effecteurs est l’indian hedgehog 
(IHH) qui a été démontré comme suffisant à l’induction de la mise en place du système 
vasculaire (Dyer, Farrington et al. 2001). Il semblerait que BMP4 soit un des effecteurs en 
aval de IHH (Winnier, Blessing et al. 1995). Puis des signaux synergiques entre IHH et FGF2 
semblent promouvoir l’expression d’un récepteur au VEGF, KDR (ou VEGFR2, FLK1) dans 
les cellules mésodermiques adjacentes (Carmeliet, Ferreira et al. 1996; Motoike, Loughna et 
al. 2000; Poole, Finkelstein et al. 2001). Ces cellules sont alors capables de répondre au 
VEGF actif environnant qui exerce un effet dose-dépendent sur la vasculogénèse (Leung, 
Cachianes et al. 1989; Eichmann, Corbel et al. 1997). Enfin, le VEGF est un régulateur clé de 




la formation du plexus capillaire primitif en agissant sur la prolifération et la migration des 
cellules endothéliales. A cette étape, le FGF2 est aussi impliqué dans la stimulation des 
cellules endothéliales de façon synergique avec le VEGF (Goto, Goto et al. 1993; Yoshida, 







Figure 5 : Shémas des principaux mécanismes moléculaires impliqués dans la mise en place du 
plexus vasculaire primitif. (A) Représentation schématique de l’embryon de souris dans le sac 
vitellin. (B) Schémas des différents signaux dérivés de l’endoderme vers le mésoderme pour la mise 
en place de la différenciation des précurseurs. (C) Représentation schématique du développement du 
plexus vasculaire. D’après (Goldie, Nix et al. 2008) 




Enfin, dès la mise en place de l’arbre vasculaire primitif, les cellules endothéliales acquièrent 
l’identité artério-veineuse (Jain 2003). Il a été mis en évidences certains marqueurs 
moléculaires clés dont les plus connus à ce jour sont les gènes de l’éphrine B2 et l’EphB4, 
couple ligand/récepteur aux patrons de distribution réciproques. L’éphrine B2 marque 
l’endothélium des artères alors que son récepteur l’EphB4 est confiné à celui des veines 
(Wang, Chen et al. 1998; Himanen and Nikolov 2003; Murai and Pasquale 2003). Bien que 
ces deux protéines soient fréquemment utilisées comme marqueurs d’identification des veines 
et des artères, leur exacte contribution dans la décision de l’état d’une identité artério-
veineuse est encore mal connu.   D’autres marqueurs plus récemment mis en évidence, tels la 
neuropiline 1 (NP1) et Tie2 ont été montré comme important dans la mise en place de 
l’identité artérioveineuse. La NP1 semble participer à l’identité artérielle alors que Tie2 
devient très peu exprimé dans l’endothélium artériel mais demeure très importante dans 
l’endothélium veineux au moment de l’organogénèse (Kawasaki, Kitsukawa et al. 1999). 
Enfin, la différenciation artérielle est sous le contrôle de la voie Notch, alors que la 
différenciation veineuse implique des facteurs tels que COUP-TFII, nécessaire à l’inhibition 
des marqueurs artériels et à l’expression des marqueurs veineux (Torres-Vazquez, Kamei et 
al. 2003; You, Lin et al. 2005). 
 




3.  Angiogénèse. 
Le réseau vasculaire primitif initialement formé dans l’embryon par la vasculogénèse, s’étend 
dans l’organisme pour former un arbre vasculaire plus ramifié et plus complexe grâce au 
processus de bourgeonnements de nouveaux tubes endothéliaux à partir du réseau préexistant. 
Ce processus correspond à l’angiogénèse. De nombreux mécanismes cellulaires et 
moléculaires coordonnés d’un point de vue spatio-temporel régulent finement l’angiogénèse. 
L’angiogénèse est classiquement décrite par deux étapes successives : une phase d’activation 
et une phase de maturation. La phase d’activation comprend l’initiation du bourgeonnement et 
la progression de nouveaux tubes endothéliaux à partir d’un endothélium dit quiescent. 
Certaines cellules endothéliales vont acquérir des propriétés de dégradation de la matrice 
extracellulaire, de migration puis de prolifération. Les cellules vont être guidées sur une 
matrice dite provisoire. Puis la phase de maturation va permettre la formation d’un vaisseau 
stable et fonctionnel, nécessitant l’arrêt de la migration et de la prolifération ainsi que le 
rétablissement d’une lame basale (figure 6). L’activation du processus angiogénique dépend 
d’un déséquilibre entre la production  de facteurs pro et antiangiogéniques à l’origine du  
« switch » angiogénique (Hanahan and Folkman 1996). 
 
Figure 6 : Schémas des différentes phases de l’angiogénèse. D’après (Adams and Alitalo 2007) 




Les cellules de l’organisme sont initialement oxygénées grâce aux vaisseaux proximaux. 
Cependant, lorsque les tissus ne sont pas à portée de l’oxygène et se retrouvent donc en 
condition d’hypoxie, il en résulte la stimulation de l’expression de certains facteurs de 
transriptions sensibles à l’hypoxie, dont le plus connu est HIF (Pugh and Ratcliffe 2003). A 
leur tour, ces facteurs de transriptions de la famille des HIF activent l’expression de nombreux 
acteurs pro-angiogéniques dont le VEGF mais aussi la NO synthase. En réponse à la 
production de NO par la NO synthase, les vaisseaux existants se dilatent, deviennent plus 
perméables et sont ainsi plus sensible pour répondre au VEGF environnant produit (Amano, 
Matsubara et al. 2003). Le VEGF, facteur le plus largement étudié dans l’angiogénèse, mais 
aussi le bFGF et bien d’autres cytokines vont rendre l’endothélium perméable et activer 
certaines cellules endothéliales, amenées à former le bourgeon et appelées « tip cells ». 
L’acquisition de l’identité de « tip cells » ne concerne heureusement pas toutes les cellules de 
l’endothélium, qui aurait de graves conséquences sur l’intégrité du système vasculaire et donc 
sur l’organisme. Ce processus est ainsi finement régulé et implique notamment la voie Notch. 
Le VEGF induit l’expression du ligand Dll4 dans les « tip cells ». Les cellules adjacentes 
expriment le récepteur Notch, inhibant ainsi le bourgeonnement de ces cellules, en particulier 
par la suppression de l’expression du récepteur au VEGF dans ces cellules (Noguera-Troise, 
Daly et al. 2006; Hellstrom, Phng et al. 2007; Lobov, Renard et al. 2007) (figure 6a). 
Ces cellules ainsi activées, perdent leurs contacts cellules-cellules, acquièrent la capacité de 
dégrader localement la lame basale et la matrice extracellulaire grâce notamment à la 
production d’enzymes protéolytiques dont les métalloprotéases (MMPs), en particulier les 
MMP2, MMP9 et MT1- MMP (Egeblad and Werb 2002; Handsley and Edwards 2005; van 
Hinsbergh, Engelse et al. 2006). L’action de ces différentes enzymes protéolytiques est 
nécessaire pour la migration des cellules endothéliales et pour créer un espace favorable à la 
formation des tubes endothéliaux. Cependant, ces protéases exercent également un effet 
régulateur sur les facteurs pro et anti angiogéniques grâce à la libération de différents facteurs 
piégés dans la matrice extracellulaire. Ces MMPs vont participer alors au remodelage du 
tissus environnent, permettant entre autre de guider les « tip cells ». En effet, ces cellules 
particulières explorent les signaux présents dans le tissu environnant grâce notamment à la 
formation de filopodes, projections de la cellule jouant le rôle de senseur. La morphologie, la 
dynamique de ces cellules endothéliales spécialisées rappellent les cônes de croissance des 
axones. Ainsi, tout comme pour les neurones, la classe des sémaphorines et les complexe de 
récepteurs formé par les neuropilines et les plexines sont impliqués dans la croissance du 




bourgeonnement de cellules endothéliales (Gitler, Lu et al. 2004; Torres-Vazquez, Gitler et al. 
2004; Kruger, Aurandt et al. 2005). La famille des netrins est aussi impliquée à la fois dans la 
guidance axonale mais aussi dans la régulation du bourgeonnement. Notamment, la liaison de 
la netrin-1 au récepteur UNC5B fortement exprimé dans les « tip cells » régule négativement 
le bourgeonnement (Lu, Le Noble et al. 2004; Carmeliet and Tessier-Lavigne 2005; 
Eichmann, Makinen et al. 2005). Enfin, les protéines de la famille SLIT sont sécrétées pour la 
guidance des axones et jouent un rôle dans le bourgeonnement endothélial par leur interaction 
avec le récepteur ROBO4 (Park, Morrison et al. 2003; Bedell, Yeo et al. 2005) (figure 6b). 
Plusieurs étapes sont nécessaires afin de former un tube endothélial fonctionnel à partir du 
bourgeonnement, en particulier, l’extension du bourgeonnement nécessite la migration des 
cellules endothéliales en arrière des « tip cells » et la prolifération locale de certaines cellules 
endothéliales. Cette étape nécessite la production d’une matrice provisoire, riche en 
fibronectine et qui, contrairement à la lame basale sous les cellules endothéliales quiescentes, 
stimule la migration et la prolifération des cellules endothéliales (Eliceiri and Cheresh 2001). 
Les nouveaux signaux modulés par la matrice provisoire est assurée par des récepteurs de 
surface cellulaire, les intégrines, qui transmettent les informations de façon bidirectionnelle 
entre l’intérieur et l’extérieur des cellules (signalisation « inside-out » et « outside-in »). 
Parmi ces intégrines, v3 et 51 sont considérées comme des régulateurs clés de 
l’angiogénèse (Avraamides, Garmy-Susini et al. 2008) (figure 6b).  
Après l’extension du bourgeonnement, la formation d’un tube endothélial stable et 
fonctionnel est nécessaire et implique que les cellules endothéliales activées entrent dans la 
phase de maturation. Cette phase implique que les « tip cells » inhibent leur caractère activé, 
et ce notamment par la mise en place de jonctions cellules-cellules. Les MMPs interviennent 
aussi comme inducteurs de facteurs anti-angiogéniques, notamment par la génération de 
fragments protéiques fonctionnels issus du clivage des protéines matriciels, regroupés sous le 
nom de matrikines. Enfin, l’établissement du flux sanguin nécessite la formation de la lumière 
du tube. Bien que peu de choses soient connues dans ce processus, l’implication de la 
pinocytose et la formation de vacuoles semblent y participer (Lubarsky and Krasnow 2003; 
Kamei, Saunders et al. 2006). Ces processus seraient régulés par les intégrines et les petites 
GTPases Cdc42 et Rac1 (Davis and Bayless 2003) (figure 6c). La génération de la lumière et 
le flux sanguin aide alors à stabiliser le vaisseau, notamment par la réoxygénation des tissus 




qui permet ainsi de diminuer progressivement l’expression du VEGF. Lorsque le flux sanguin 
ne circule pas dans les néovaisseaux, ces derniers dégénèrent. Les cellules endothéliales 
cessent de migrer et de proliférer, participent à la reconstruction de la lame basale, établissent 
des contacts notamment grâce à l’expression de la VE-Cadhérine, indispensable au processus 
angiogénique en protégeant les cellules de l’apoptose (Carmeliet, Lampugnani et al. 1999). 
Enfin, le nouveau vaisseau est stabilisé par le recrutement des cellules murales. Le PDGF-B 
est l’un des premiers et principal facteur qui permet le recrutement des cellules murales par 
chemo-attraction (Hellstrom, Gerhardt et al. 2001; Kluk, Colmont et al. 2003). Des études 
chez les souris KO pour le PDGF-B ou son récepteur montrent un défaut de recrutement des 
cellules musculaires au niveau des vaisseaux, entraînant des hémorragies sévères (Leveen, 
Pekny et al. 1994; Lindahl, Johansson et al. 1997; Hellstrom, Kalen et al. 1999). Plusieurs 
facteurs importants régulent ces mécanismes. Le TGF aide à la production de protéine 
matricielle et stimule l’expression de PDGF-B (Pepper 1997). L’ensemble de ces évènements 
conduisent à la maturation du vaisseau et à son retour à l’état quiescent (figure 6d). 
Chez l’adulte, les vaisseaux sont maintenus à l’état quiescent, mais certaines situations 
physiologiques nécessitent la réactivation des cellules endothéliales et mettent en jeu le 
processus d’angiogénèse, tel est le cas pour la réparation tissulaire, l’inflammation ou encore 
au moment du cycle menstruel et de la gestation chez la femme. Cette angiogénèse dite 
physiologique, est étroitement régulée et limitée aux tissus d’où provient la demande. 
L’angiogénèse, bien que faisant intervenir certains mécanismes à ceux rencontrés durant 
l’embryogénèse, est pourtant différente. Par exemple, les cellules endothéliales migrent et 
prolifèrent et sont faiblement connectées entre-elles, alors que chez l’adulte, les cellules 
endothéliales sont quiescentes et encapsulées par les cellules murales. A l’inverse, dans la 
plupart des situations pathologiques, l’angiogénèse est anormale, comme décrit dans un 
exemple bien caractérisé, qui est celui de l’angiogénèse tumorale. En effet, l’équilibre entre la 
demande des tissus et la croissance des vaisseaux est perturbée. Il en résulte une angiogénèse 
anarchique où les vaisseaux sont tortueux, la paroi des vaisseaux est anormale, les cellules 
endothéliales présentent de nombreuses vacuoles, les contacts cellule- cellule sont perturbés 
aboutissant à la formation de vaisseaux fragilisés. 
 




4.  Artériogénèse 
Une fois le réseau vasculaire stabilisé, débute la phase de maturation finale que l’on appelle 
l’artériogénèse. La phase de maturation correspond au processus de muscularisation où les 
vaisseaux sont consolidés grâce au recrutement des cellules murales sur les cellules 
endothéliales. En fonction de la nature et du calibre type du vaisseau, ces cellules murales 
sont nommées péricytes (vaisseaux à petits calibres) ou cellules musculaires lisses (vaisseaux 
à gros calibres). Au cours de l’artériogénèse, la muscularisation peut avoir lieue par 
bourgeonnement ou par migration longitudinale le long du vaisseau préexistant comme dans 
la rétine ou le cœur. Dans les tissus riches en mésenchymes comme dans le poumon, la 
muscularisation se réalise par une différenciation des cellules mésenchymateuses in situ 
(Carmeliet 2000). Le recrutement des cellules murales permet de stabiliser le vaisseau 
notamment en inhibant la migration et la prolifération des cellules endothéliales (Orlidge and 
D'Amore 1987; Sato and Rifkin 1989). De nombreux facteurs entrent en jeu pour réguler le 
recrutement des cellules musculaires lisses et leur migration. Le PDGF-B et son récepteur 
sont à nouveau des facteurs clés dans ce processus (Hellstrom, Kalen et al. 1999).  Ce 
processus est évidemment complexe et fait intervenir notamment trois autres grandes voies 
concernant le S1P, l’EDG1, le couple Ang1 et Tie2 et enfin le TGF.  Les souris déficientes 
en EDG1 ont un phénotype similaire à celles déficientes pour le PDFG-B ou son récepteur, 
avec un défaut des cellules murales à migrer au niveau des vaisseaux (Kluk and Hla 2002). 
D’autre part, une déficience en EDG1 engendre des altérations de la matrice extracellulaire et 
des communications cellules endothéliales et cellules murales. Le récepteur Tie2 exprimé par 
les cellules endothéliales et son ligand Ang1, dont la principale source sont les cellules 
murales, permettent la stabilisation du vaisseau, sûrement en facilitant la communication entre 
les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses (Loughna and Sato 2001). Des 
études réalisées sur des vaisseaux de rétine en croissance chez des souris nouvellement nées, 
montrent qu’en absence de cellules murales, l’injection d’Ang1 recombinant est suffisant à 
restaurer de larges vaisseaux ordonnés et empêche la formation d’œdèmes et d’hémorragies 
(Uemura, Ogawa et al. 2002).  Enfin, le TGF est une cytokine aux effets multiples, aux rôles 
crucial dans la maturation du vaisseau en stimulant la production de protéines de matrices et 
en assurant la différenciation des cellules mésenchymateuses en cellules musculaires lisses 
(Pepper 1997; Chambers, Leoni et al. 2003). Nous reviendrons sur son importance dans un 
chapitre ultérieur. 




Enfin, le flux sanguin à l’origine de stimuli mécaniques intervient dans la maturation du 
vaisseau. Deux types majeurs de forces mécaniques influent le comportement de la cellule 
endothéliale que sont les forces tangentielles et parallèles induites par le flux lui-même, et les 
forces circonférentielles et perpendiculaires crées par la pression du flux sur la paroi. Il a en 
effet été montré que le flux est un des premiers signaux participant au recouvrement des 
cellules murales. Ces stimuli d’ordre mécanique sont transduits dans la cellule endothéliales 
grâce à différents types de partenaires que sont principalement les molécules des jonctions, les 
intégrines, et enfin le cytosquelette d’actine. Les jonctions cellules-cellules semblent être la 
région principale révélée comme senseur des stress mécaniques. Une des molécules les plus 
étudiées a été PECAM-1, une des molécules impliquée dans les jonctions cellules-cellules les 
plus exprimées par les cellules endothéliales. PECAM-1 est rapidement phosphorylée en 
réponse au stress mécanique, induisant alors l’activation de la voie ERK 1/2 (Harada, Masuda 
et al. 1995; Fujiwara, Masuda et al. 2001). Lorsque PECAM-1 est inhibée, le stress 
mécanique est incapable d’activer cette voie. Une des manières d’étudier la réponse au stress 
mécanique est de déterminer la régulation de la vasodilatation. Les souris KO pour PECAM-1 
sont incapables de réguler la dilatation des artères en réponse à des gradients de stress 
mécaniques (Dusserre, L'Heureux et al. 2004). Le cytosquelette d’actine a longtemps été 
suggéré comme jouant un rôle prépondérant en tant que senseur mécanique du fait notamment 
des changements rapides observés sur le cytosquelette d’actine de la cellule endothéliale en 
réponse au flux (Helmke and Davies 2002). Or, la perturbation du cytosquelette d’actine par 
des agents pharmacologiques semble diminuer la signalisation de la cellule endothéliale en 
réponse au flux ainsi que le profil d’expression des gènes impliqués telles les acteurs comme 
le NO ou la voie NF-B (Imberti, Morigi et al. 2000). Il semblerait que certains éléments 
spécifiques du cytosquelette seraient réellement impliqués dans la transduction du stress 
mécanique, tels la vimentine, la desmine ou encore la dystrophine (Loufrani, Matrougui et al. 
2001; Loufrani, Matrougui et al. 2002). Enfin, des études menées sur des artères coronaires 
chez la souris ont montrées l’implication des intégrines RGD dépendantes et de av3 dans les 
réponses induites par le flux (Muller, Chilian et al. 1997). La plasticité de la cellule 
endothéliale est modifiée et l’ensemble des signaux transduits déclenche alors l’expression de 
différents gènes tels le PDGF-B, TGF ou de ICAM1 (Resnick, Collins et al. 1993; Chiu, 
Wang et al. 1998). L’ensemble des gènes régulés par le stress mécanique possèdent dans leur 
promoteur une région nommée SSRE (Shear Stress Responsive Element) (Resnick, Yahav et 
al. 2003). Les modifications de la cellule endothéliale aux stress mécaniques va alors 




permettre le recrutement des cellules murales et leur migration afin de recouvrir les vaisseaux, 
la régulation du diamètre du vaisseau et du tonus par la vasoconstriction / vasodilatation, la 
synthèse de matrice extracellulaire appropriée (Dewey, Bussolari et al. 1981). Ces facteur 
mécaniques permettent d’inhiber la prolifération des cellules endothéliales et des cellules 
musculaires lisses (Wright 1972).  
Ainsi, la cellule endothéliale au sein du nouveau vaisseau acquiert toutes les caractéristiques 
morphologiques et génotypiques lui permettant de retourner à l’état quiescent afin de former 
un endothélium où les cellules endothéliales sont alignées en direction du flux et d’obtenir un 
vaisseau stabilisé et mâture grâce à la présence des cellules musculaires lisses.  
Il est à noter que l’artériogénèse désigne chez l’adulte un processus intervenant dans des 
situations pathologiques. Dans ce cas, l’artériogénèse se définit par le remodelage d’une artère 
collatérale existante non fonctionnelle, capable d’élargir son diamètre suite à une perturbation 
du flux (Schaper and Ito 1996). Les artères collatérales existent mais ne sont pas 
fonctionnelles, à savoir qu’elles ne permettent pas le passage du flux sanguin. Elles entrent en 
fonction lors d’une occlusion artérielle sur un vaisseau jusqu’alors fonctionnel. Elles 
augmentent de diamètre et restaurent le flux sanguin permettant ainsi une réponse adaptative 
primordiale à la survie de l’organisme. Même si de nombreux facteurs régulant ce processus 
sont commun à l’artériogénèse embryonnaire, tels les stimuli mécaniques, les cytokines 
comme le TGF, le VEGF, les mécanismes cellulaires et moléculaires mis en jeu demeurent 
néanmoins bien différents (Schaper and Scholz 2003). 
 
5. Viellissement vasculaire 
Ainsi, hormis des situations particulières, le réseau vasculaire est à l’état quiescent à partir de 
la naissance et durant la vie adulte. Cependant, le vieillissement de l’organisme est associé à 
des modifications structurelles et fonctionnelles de l’arbre vasculaire. Les principales 
altérations sont notamment observées au niveau des grandes artères et correspondent à 
l’augmentation de la lumière artérielle, l’épaississement de l’intima-média,  l’augmentation de 
la rigidité artérielle (Lakatta and Levy 2003). Les mécanismes cellulaires et moléculaires 
conduisant à ces altérations sont multiples mais deux axes majoritaires sont largement 




étudiés : le dysfonctionnement de la cellule endothéliale caractérisé par une perte de la 
production de NO et les altérations de la matrice extracellulaire (Jacob 2003; Herrera, 
Mingorance et al. 2009). 
 
5.  1.  Physiologie du vieillissement vasculaire. 
Le vieillissement vasculaire se caractérise par un épaississement, une dilatation et la 
rigidification de la paroi vasculaire (Lakatta 1993).  Des études épidémiologiques chez 
l’homme révèlent que l’épaisseur de la média augmente de deux à trois fois entre 20 ans et 90 
ans. L’épaississement de la média est plus important que celui de l’intima, expliqué 
notamment par la migration et la prolifération des cellules musculaires lisses de l’intima vers 
la média et par la synthèse de matrice extracellulaire (Virmani, Avolio et al. 1991; Fleg, 
O'Connor et al. 1995) (figure 7).   
 
Figure 7 : Epaississement de la paroi vasculaire aortique chez le rat âgé comparativement au 
jeune rat. D’après (Lakatta 2003)  
L’épaississement de la paroi au cours du vieillissement s’accompagne généralement d’une 
augmentation de la dilatation des artères mais aussi de la rigidité du vaisseau. Cette rigidité 
est la conséquence de changements structuraux notamment au niveau de la matrice 
extracellulaire où la proportion en élastine diminue en faveur de l’augmentation de collagène. 
D’autre part, l’élastine est fragmentée et propice à la calcification. Cette rigidité engendre une 
augmentation de la pression systolique artérielle en parallèle d’une diminution de la pression 




diastolique. On peut ainsi définir la pression pulsée correspondant à la différence entre le 
maximum de pression systolique et le minimum de pression diastolique. Elle est considérée 
comme un index de rigidité artérielle et comme le plus puissant déterminant de 
l’épaississement de l’intima-média et de la dilatation.   
Il est à noter que le vieillissement vasculaire est reconnu comme facteur de risque majeur pour 
les maladies cardiovasculaires telles l’athérosclérose ou l’artériosclérose. L’athérosclérose est 
définie par l’OMS comme « une association variable de remaniements de l’intima des artères 
de gros et de moyens calibres consistant en une accumulation focale de lipides, de glucides 
complexes, de sang et de produits sanguins, de tissus fibreux et de produits calcaires », tandis 
que l’artériosclérose est définie elle, comme « l’épaississement et la perte d’élasticité de la 
paroi des artères de toutes tailles ».  
 
5. 2.  La dysfonction endothéliale dans le vieillissement vasculaire. 
Le vieillissement vasculaire se traduit par des modifications fonctionnelles de l’endothélium 
où le NO a un rôle déterminant, notamment dans la régulation du tonus vasomoteur. Dans les 
conditions physiologiques normales, le NO, produit par la NO Synthase endothéliale (eNOS, 
ou de type III) agit de manière paracrine au niveau entre autre des cellules musculaires lisses 
de la média en provoquant une augmentation de GMP cyclique aboutissant à une diminution 
de la contraction des cellules musculaires lisses et donc à une augmentation du flux sanguin 
vers les tissus. Plusieurs études cliniques montrent une diminution progressive de la 
vasodilatation dépendante de l’endothélium au cours de l’âge chez l’homme (Hatake, 
Kakishita et al. 1990; Egashira, Inou et al. 1993; Taddei, Virdis et al. 1995).  Au cours du 
vieillissement vasculaire, des altérations de l’endothélium entraînent une perte de la 
production de NO ainsi qu’une réactivité augmentée de certains vasoconstricteurs comme 
l’ET-1 ou l’Ang2, ayant pour conséquence une augmentation du tonus artériel. Cette perte de 
la production de NO associée à une perte de la régulation du tonus vasodilatateur est appelé 
dysfonctionnement endothélial.  
Outre son action vasodilatatrice, le NO a de multiples fonctions protectrices sur l’endothélium 
telles l’inhibition de l’adhésion et de l’agrégation plaquettaire, l’inhibition de l’adhésion des 




cellules inflammatoires et de leur relargage en cytokines ou encore une diminution de la 
prolifération et de la migration des cellules musculaires lisses (Miller and Megson 2007).  Là 
encore, une perte de la production de NO est favorable à la stimulation de la prolifération et 
de la migration des cellules musculaires lisses, pouvant être à l’origine de l’épaississement de 
l’intima-média. Mais de la même façon, une adhésion anormale des cellules inflammatoires et 
des plaquettes peut entraîner la sécrétion de cytokine pro-inflammatoire telle la sécrétion de 
PDGF-B, à l’origine entre autre des mêmes effets sur les cellules musculaires lisses 
(McCaffrey, Nicholson et al. 1988). Après prolifération des cellules musculaires lisses, 
s’ensuit une production de la matrice extracellulaire modifiée et une rigidification du 
vaisseau. 
Au-delà de ces fonctions protectrices sur l’endothélium, le NO peut avoir des effets néfastes 
pro-oxydants, déterminé par l’environnement rédox. En condition physiologique, le NO peut 
exercer ses effets protecteurs (cités plus haut) comme facteur anti-oxydant. Mais lorsqu’il y a 
une augmentation de la production d’anions superoxides, le NO peut se condenser avec ceux-
ci pour former des ions peroxynitrites ONOO- entraînant entre autre un découplage de la 
eNOS. Le découplage de la eNOS résulte de l’oxydation de la tétrahydrobioptérine, favorisant 
ainsi la production accrue d’anions superoxydes. L’ensemble de ces phénomènes crée un 
cercle vicieux favorisant la formation de ONOO-, à l’origine entre autre d’altérations au 
niveau de l’ADN (Patel, Levonen et al. 2000) (figure 8). Il a été observé dans certaines études 
menées chez le rat âgées, une diminution de la biodisponibilité du NO mais associée à une 
augmentation de l’expression de la NO Synthase. Or, le vieillissement vasculaire est corrélé à 
une augmentation du stress oxydant. Ainsi, la production d’ions superoxydes inactive 
rapidement le NO et conduit à une forte concentration de ONOO- (Wever, Luscher et al. 
1998).  





Figure 8 : Schémas du rôle du BH4 dans la régulation de l’activité de la eNOS et les 
conséquences sur l’endothélium. Lorsque l’endothélium est à l’état quiescent, le niveau de BH4 est 
optimal pour l’activité catalytique de la eNOS, dite couplée. L’activation de la eNOS génère du NO, 
protecteur. Dans des situations d’activation de l’endothélium, le niveau de BH4 est réduit, la eNOS est 
dite non couplée, avec génération d’ions superoxides en défaveur du NO. La production de ces ions 
superoxides génère la production ONOO- et d’H2O2, à l’origine de dommages sur l’endothélium 
(Kawashima and Yokoyama 2004). 
Au cours du vieillissement vasculaire, dans des études menées chez le rat mais aussi à partir 
de cellules endothéliales humaines fraichement isolées, une perte de la biodisponibilité du NO 
est également corrélée à une augmentation de certaines enzymes sources de superoxydes 
comme la NADPH Oxydase (Hamilton, Brosnan et al. 2001; Donato, Eskurza et al. 2007). 
Enfin, une augmentation de l’activité nucléaire de la sous-unité p65 de NF-B est montrée 
dans les cellules endothéliales de patients âgés comparativement aux patients plus jeunes. 
Cependant, NF-B est un facteur de transription impliqué dans l’expression de nombreux 
gènes, incluant la production d’enzymes oxydantes comme la NADPH Oxydase. Or, les 
espèces réactives à l’oxygène sont elles-mêmes capable d’activer NF-B (Brar, Kennedy et 
al. 2002; Brar, Kennedy et al. 2003). Il est donc difficile d’affirmer le rôle exact d’une 
augmentation de l’activité de NF-B dans le vieillissement vasculaire (Donato, Eskurza et al. 
2007). Enfin, certaines études indiquent que la perte de la biodisponibilité du NO serait due à 
une diminution du BH4, donc de la forme couplée du NO au BH4 en faveur de la forme non 




couplée, à l’origine d’une augmentation de la production de ONOO-.  Des études en accord 
avec cette hypothèse montrent que l’administration orale de BH4 chez des personnes âgées 
sédentaires augmente la production de NO et améliore la fonction endothéliale (Eskurza, 
Myerburgh et al. 2005; Higashi, Sasaki et al. 2006).   
L’ensemble des effets du NO nous montre à quel point une diminution de sa production ou de 
sa biodisponibilité peut être lourde de conséquence pour l’endothélium. 
 
 5. 3. Vieillissement de la matrice extracellulaire. 
La matrice extracellulaire est le composant majoritaire de l’intima et de la média. Quatre 
grands types de macromolécules constituent la matrice extracellulaire : 
- Les fibres de collagène qui confèrent à la paroi une résistance mécanique aux tissus. 
- Les protéoglycannes qui ont la capacité de fixer de nombreuses molécules d’eau et 
donc confèrent une propriété d’hydratation aux tissus. 
- L’élastine, composant majeur des fibres élastiques et assurant l’élasticité. 
- Les laminines, glycoprotéines de structure. 
Comme déjà exposé précédemment, la matrice extracellulaire joue le rôle de support 
physique, mais elle est aussi capable d’induire des signaux aux différents types cellulaires 
avec lesquels elle interagit et ainsi participer au contrôle phénotypique et génotypique.  
Dans les différents tissus, les collagènes et les fibres élastiques sont synthétisées dans la 
période périnatale et dans l’enfance. Chez l’adulte, le renouvellement de la matrice 
extracellulaire est très lent. Des études ont déterminé la demi-vie de l’élastine présente au 
niveau de l’aorte à 70 ans, en absence de toutes pathologies (Powell, Vine et al. 1992).  La 
synthèse des protéines de la matrice extracellulaire peut être réactivée dans certaines 




situations telles la cicatrisation. Bien que la synthèse des différentes protéines de la MEC soit 
extrêmement coordonnée dans le temps et dans l’espace au moment du développement, elle 
est bien moins efficace lors de sa réactivation. Au cours du vieillissement, les protéines de la 
matrice extracellulaire subissent des modifications par oxydation ou glycation. Toutes les 
protéines subissent ces modifications, cependant, de par le faible renouvellement des 
protéines de la matrice extracellulaire, ces altérations leur sont bien plus néfastes. La 
glycation avancée aboutit à la formation d’AGE (Advanced-Glycosylationends products), qui 
s’accumulent avec l’âge. Ces AGE sont à l’origine de l’augmentation de la résistance à 
l’étirement pour les collagènes, et d’une diminution de l’élasticité pour l’élastine. De telles 
modifications perturbent les interactions entre les macromolécules de la matrice 
extracellulaire, entre protéines de la matrice extracellulaire et cellules, en particulier 
lorsqu’elles touchent la séquence RGD. La présence des AGE induit une résistance à la 
protéolyse des protéines modifiée et entraîne ainsi leur accumulation. Ces altérations sont une 
des causes de la rigidité artérielle comme le démontre la diminution de cette rigidité artérielle 
après traitement des animaux avec un inhibiteur de la formation des AGE, l’aminoguanidine 
(Corman, Duriez et al. 1998). De plus, les AGE sont capables d’interagir avec des récepteurs 
membranaires, les RAGE, induisant une cascade de signaux intracellulaires à l’origine de la 
libération de cytokines pro-inflammatoires, de facteurs de croissance et de molécules 
d’adhésions (Ramasamy, Vannucci et al. 2005). Ces AGE pourraient également être une des 
causes de la dysfonction endothéliale en diminuant la synthèse de NO (Grossin and Wautier 
2007). 
Au cours du vieillissement, des études, notamment chez le rat, ont déterminé une quantité 
relative d’ élastine diminuée en faveur de la quantité de collagènes (Michel, Heudes et al. 
1994). Ce changement dans le rapport élastine/collagène participe aussi à l’accroissement de 
la rigidité artérielle. Il est également observé dans différentes études menées sur des cellules 
en culture, des explants ou encore in vivo,  une augmentation de la synthèse de la fibronectine, 
aussi bien plasmatique que cellulaire (Labat-Robert 2003). L’augmentation de la fibronectine 
apparaît aussi dans certaines maladies mimant une accélération du vieillissement telle le 
syndrome de Werner (Rasoamanantena, Thweatt et al. 1994). La présence de fibronectine 
favorise entre autre l’activation des cellules et peut expliquer ainsi la prolifération et la 
migration des cellules musculaires lisses contribuant à l’épaississement de l’intima-média. 




Un autre élément important dans l’intégrité vasculaire, est le bon renouvellement de la MEC, 
assurée en partie par les MMPs.  Or, dans les conditions physiologiques, la demi-vie des 
protéines de la MEC est élevée et nécessite un faible renouvellement de la MEC. Les MMPs 
sont exprimés par les cellules vasculaires mais leur activité protéolytique est très faible, grâce 
en partie à l’expression des TIMPs. Au cours du vieillissement vasculaire, des études 
indiquent un déséquilibre entre TIMP-1 et l’activité de MMP2. Cette dernière est augmentée 
chez les rats âgés de 30 mois comparativement aux rats plus jeunes de 6 mois. En parallèle, il 
est observé une augmentation de l’expression de MT1-MMP et des activateurs du 
plasminogène (Li, Froehlich et al. 1999; Wang and Lakatta 2002) (figure 9). D’autres études 
décrivent également une augmentation de l’activité de MMP9, associée à une augmentation 
de la rigidité artérielle (Sundstrom, Evans et al. 2004). 
 
 
Figure 9 : Augmentation de l’expression de MMP2 et MT1-MMP et de l’activité protéolytique 
dans les aortes de rats âgés comparativement aux jeunes rats. (A) Sections aortiques 
représentatives de rats âgés de 2, 8 et 30 mois marqués par un anticorps dirigé contre MMP2 (gauche) 
ou MT1-MMP (droite). (B) Zymmographie in vivo d’aortes de rats âgés de 2, 8 ou 30 mois. (L : 
lumière, M : média) (Lakatta 2003). 
L’élastine est caractérisée par une demi-vie très longue et l’absence de sa régénération 
lorsqu’elle est dégradée. Or, il a été montré une augmentation de l’activité protéolytique de 
l’élastine par l’élastase au cours du vieillissement vasculaire. Les fonctions d’élasticité sont 
prises en charge partiellement par le collagène, mais qui s’avère moins efficace et est en partie 
responsable de la rigidification artérielle (Shao, Cai et al. 2006). Enfin, une augmentation de 




l’activité protéolytique de la MEC engendre la production de matrikines, aux effets multiples 
sur la population des cellules endothéliales telles la migration, la prolifération, l’apoptose. 
Le vieillissement vasculaire est un processus complexe faisant intervenir de nombreux 
mécanismes, dont tous ne sont pas élucidés à ce jour. Même si une partie non exhaustive de 
ces mécanismes est exposée ici, il apparaît clairement que de multiples altérations 
apparaissent au cours du vieillissement vasculaire, entraînant la perte de l’état quiescent du 
vaisseau. Le vaisseau est alors propice au développent de nombreuses pathologies 
cardiovasculaires telles l’athérosclérose, l’artériosclérose ou encore les anévrismes. 
 
II- Communication de l’endothélium avec la matrice 
extracellulaire vasculaire 
Un des caractères de la vie est de répondre aux différents stimuli qui nous entourent et de ce 
fait nous nous adaptons constamment notre environnement. De la même façon, les cellules 
sont capables de modifier leur comportement en réponse aux stimuli qui les entoure. La 
matrice extracellulaire contribue largement à ce processus. En effet, même si elle constitue 
une charpente dans laquelle sont intégrées les cellules, les interactions cellules-matrice sont à 
l’origine de nombreux signaux influençant le comportement de la cellule endothéliale et 
indispensable au maintien de l’intégrité du vaisseau. La transmission des signaux issus de la 
matrice est réalisée par des récepteurs membranaires dont une des familles largement étudiée 
est la famille des intégrines. A l’état quiescent, les vaisseaux sont entourés d’une MEC stable 
au renouvellement lent. Au cours du développement et dans certaines situations chez l’adulte, 
la matrice est remodelée, impliquant l’intervention de nombreuses protéases dont la famille 
des Métalloprotéases (MMPs).  
 




1.  La membrane basale à l’état quiescent. 
Les cellules endothéliales reposent sur une MEC spécialisée appelée membrane basale et dont 
les principaux composants sont les laminines, le collagène de type IV, le perlecan et le 
nidogène. D’autres constituants minoritaires la composent, tels les fibulines 1 et 2, les 
thrombospondines 1 et 2 ou encore l’ostéonectine (ou SPARC). Le réseau basique de la 
membrane basale est créé par deux réseaux essentiels et indépendants, celui de la laminine et 
du collagène IV, puis le nidogène sert de liaison entre le réseau de laminine et celui de 
collagène IV et enfin le perlecan se lie dans la partie C-terminale à la fois de la laminine et du 
collagène IV, le tout formant un réseau stabilisé (Fox, Mayer et al. 1991; Timpl 1996; Timpl 
and Brown 1996). Les macromolécules de laminine et de collagène IV sont des molécules 
oligomériques qui s’assemblent alors pour former un réseau supramoléculaire dans lequel le 
réseau de collagène IV maintient celui de la laminine. La capacité de ces macromolécules à 
être fortement glycosylées et à interagir avec les domaines héparine rend la membrane basale 
capable de stocker de nombreux facteurs de croissance. 
 
1. 1. Les laminines 8 et 10. 
Les laminines sont des hétérotrimères de plus de 800 Kda, formées de chaînes ,  et . A ce 
jour, 5 chaînes , 4  et 3  ont été identifiées, à l’origine de 15 isoformes différentes par 
combinaison des différentes chaînes. Ces 15 isoformes ont des fonctions différentes en 
fonction des tissus. Elles sont toutes essentielles à la structure des membranes basales dans 
lesquelles elles interagissent avec les autres macromolécules. Toutes les chaînes comprennent 
des domaines dans leur partie N-terminale essentiels à leur auto-assemblage et de ce fait, à 
leur incorporation dans la membrane basale. Le principal domaine de liaison à la cellule est 
localisé dans la partie C-terminale de la chaîne , ce qui confère aux chaînes  la propriété 
d’être considérée comme la partie fonctionnelle active de l’hétérodimère (Beck, Hunter et al. 
1990; Tunggal, Smyth et al. 2000; Hallmann, Horn et al. 2005).  Leurs fonctions sont 
notamment de contrôler la migration, la prolifération, la différenciation et la polarité des 
cellules avec lesquelles elles interagissent. Les laminines sont les premiers déterminants de 
l’assemblage de la membrane basale. En absence de laminine, les autres constituants sont 
synthétisés mais incapable d’assembler une lame basale correcte (Yurchenco, Smirnov et al. 




2002). Les chaînes  et  s’assemblent dans le golgi, puis après stabilisation, la chaîne  est 
incorporé et le trimère est secrété. La laminine se lie alors aux récepteurs cellulaires et s’auto-
assemble en réseau (figure 10). Les laminines 8 et 10 sont les principales isoformes retrouvées 
dans la lame basale vasculaire. Elles sont composée d’une chaîne 4 et 5 respectivement 
associée à une chaîne 1 et 1. La chaîne 4 est exprimée par toutes les cellules endothéliales 
indépendamment de leur stade de développement, tandis que la chaîne 5 est retrouvée 
essentiellement dans la membrane basale des vaisseaux matures (Sorokin, Pausch et al. 1997).   
 
 
Figure 10 : Etapes d’assemblage de la membrane basale. Les protomères de collagène IV et les 
hétérotrimères de laminine s’auto-assemblent dans l’appareil de Golgi avant d’être secrété. La 
laminine se lie aux récepteurs cellulaires tels les intégrines pour s’auto-assembler en réseau. Le réseau 
de collagène IV s’auo-assemble en parallèle. L’incorporation des autres composants, tels le perlecan, 
le nidogène permettent de lier les deux réseaux de laminine et de collagène IV (LeBleu, Macdonald et 
al. 2007). 
 




1. 2. Le collagène IV 
Les collagènes sont les molécules les plus représentées de l’organisme et les parois 
vasculaires en contiennent, à raison de 20 à 40% du poids sec. Ils forment une famille de 27 
membres (de I à XXVII) et sont regroupés en deux grandes sous-famille : les collagènes 
fibrillaires et les collagènes non-fibrillaires, dont le collagène IV fait partie. Chaque molécule 
de collagène est un homotrimère ou un hétérotrimère composé de 3 chaînes , ayant un ou 
plusieurs domaines en triple hélice. Cette conformation en triple hélice est rendue possible 
grâce à la répétition du triplet Gly-X-Y sur la chaîne , où X est le plus souvent une proline et 
Y une hydroxyproline. Chaque chaîne  se compose de trois domaines : le domaine 7S en N-
terminal, un domaine triple hélice au centre et domaine globulaire « non-collagène » en 
position C-terminale (domaine NC). Les protomères se forment dans l’appareil de golgi, où 
les domaines NC1 de chaque chaîne s’alignent et initient la formation de la triple hélice. Les 
protomères sont sécrétées et forment des dimères grâce à l’association de deux protomères via 
leur trois domaines NC1 en C-terminal pour former des hexamères de NC1. Enfin, il y a 
formation d’un tétramère de collagène IV grâce à l’interaction des protomères au niveau des 
domaines 7S. Ce tétramère de collagène forme le noyau de soutien pour former une 
suprastructure. L’initiation de la membrane basale par la déposition de la laminine conduit à 
l’insertion du réseau de collagène IV dans la membrane basale (figure 11). Le réseau de 
collagène IV n’est pas nécessaire à l’initiation de la membrane basale puisqu’en absence de 
collagène IV,  le réseau de laminine est capable de s’assembler. Cependant, chez les souris 
déficientes en collagène IV, le réseau de laminine se forme normalement mais devient 
instable, développant des discontinuités et des cassures. Le réseau de laminine devient plus 
vulnérable à la protéolyse. Ainsi, le collagène IV apparaît comme un constituant essentiel à la 
stabilité de la membrane basale (Poschl, Schlotzer-Schrehardt et al. 2004). 





Figure 11 : Différentes étapes d’assemblage du réseau de collagène IV. Les monomères de 
collagène IV s’assemblent en protomère via leur domaine NC1. Ils sont alors capables de former des 
dimères puis des tétramères via leur domaine 7S. Ce tétramère constitue la base de la formation du 
réseau de collagène IV (Kalluri 2003). 
 
 
La composition et l’architecture de la MEC régulent et coordonnent la réponse de la cellule 
endothéliale.  La laminine et le collagène IV participent activement au maintien de la cellule 
endothéliale dans son état quiescent. Toute perturbation de la composition de la MEC peut 
être à l’origine de l’activation de la cellule endothéliale entraînant divers mécanismes 
cellulaires telles la prolifération, la migration ou encore l’invasion. Ainsi, la composition de la 
MEC nécessite d’être hautement contrôlée.  





2. Fibronectine(s) : composant de la lame basale à l’état activé. 
La fibronectine est très fortement exprimée lors du développement des vaisseaux (Ffrench-
Constant and Hynes 1989; Peters, Chen et al. 1996; Peters and Hynes 1996), mais son 
expression est réinduite dans les cas où la cellule endothéliale est activée, à savoir autour des 
vaisseaux angiogéniques durant la réparation tissulaire, au niveau des vaisseaux 
angiogéniques tumoraux et dans certaines situations pathologiques telles les régions sujettes 
aux développement d’athérosclérose, les infarctus du myocarde ou encore les fibroses 
(Ffrench-Constant, Van de Water et al. 1989; Astrof, Crowley et al. 2004; Singh, Reimer et al. 
2004). A l’état normal, le niveau de fibronectine autour des vaisseaux mâtures résulte 
majoritairement de l’infiltration de la fibronectine plasmatique alors que les formes cellulaires 
sont très minoritaires (Peters, Chen et al. 1996). Le récepteur principal à la fibronectine est 
l’intégrine 51. De nombreuses études in vitro et in vivo montrent l’importance de ces deux 
acteurs dans le maintien de l’intégrité du réseau vasculaire. 
 
2. 1. Structure de la fibronectine. 
La fibronectine est retrouvée uniquement chez les vertébrés et son apparition au cours de 
l’évolution corrèle avec l’émergence des organismes dont le système vasculaire est recouvert 
d’une couche de cellules endothéliales (Hynes and Zhao 2000; Whittaker, Bergeron et al. 
2006). La protéine fonctionnelle correspond à une glycoprotéine dimérique composée de 2 
sous-unités similaires ou identiques, liées entre-elle de façon covalente par un pont disulfure 
en position C-terminale. Chaque monomère est la combinaison de 3 types de domaines 
homologues répétés : 12 domaines de type I, 2 domaines de type II et  15 à 17 domaines de 
type III (dépendant de l’épissage que nous verrons prochainement). De plus, elle peut contenir 
une séquence variable, produit par épissage alternatif, et qui n’est pas homologue des autres 
domaines (Pankov and Yamada 2002). La fibronectine, comme la plupart des protéines 
matricielles, est capable de lier les intégrines, dont la plus classiquement décrite est 51 
(Hynes, Lively et al. 2002). En plus de la liaison aux intégrines, les différents domaines sont 
impliqués dans la liaison à de nombreuses molécules biologiquement importantes comme 
l’héparine, le collagène et la fibrine (figure 12).  




La fibronectine possède 2 domaines de liaisons à l’héparine capables de lier les héparanes 
sulfates protéoglycanes, les chondroïtines sulfates et les glycosaminoglycanes. Ces domaines 
potentialisent l’adhésion cellulaire. Les domaines de liaisons au collagène présents dans les 
domaines I6-9 et II1-2 lient de préférence le collagène dénaturé plutôt que la forme native du 
collagène. Il a été ainsi suggéré que la fonction physiologique de ces domaines était de 
participer à l’élimination du collagène dénaturé du sang et des tissus plutôt que de favoriser 
l’adhésion au collagène présent dans la MEC. Cependant, certaines études indiquent que 
l’organisation fibrillaire du collagène de type I et III dépend de l’existence d’une matrice de 
fibronectine préformée (McDonald, Kelley et al. 1982; Velling, Risteli et al. 2002). Il existe 
également 2 sites de liaison à la fibrine, important pour l’adhésion et la migration au niveau 
des caillots de fibrine qui se déposent notamment lors de la réparation tissulaire. Cette liaison 
entre la fibronectine et la fibrine fait intervenir le facteur XIII.  Elle intervient également dans 
l’élimination de la fibrine par les macrophages qui termine un processus inflammatoire (Patel, 
Odermatt et al. 1987; Pankov and Yamada 2002). 
 
 
Figure 12 : Structure primaire de la fibronectine. Les différents types de domaines et leurs liaisons 
aux différentes molécules ou récepteurs sont indiqués. Les différentes régions sujettes à l’épissage 
alternatif conduisant à la formation de 20 isoformes distincts chez l’homme sont représentées en bleu 
(White, Baralle et al. 2008). 
Bien qu’il n’existe qu’un seul gène pour la fibronectine, celui-ci produit près de 20 isoformes 
différentes chez l’homme grâce au phénomène d’épissage alternatif. L’épissage alternatif 
concerne 2 régions situées dans la partie centrale des domaines de type III et conduit à 




l’exclusion ou l’inclusion de l’un ou des deux domaines de type III : le domaine EDB (ou 
EIIIB, EDII) situé entre les domaines III7 et III8, et le domaine EDA (ou EIIIA, EDI) localisé 
entre les domaines III11 et III12. Ces épissages sont similaires entre les espèces. Une troisième 
région est sujette à un épissage alternatif, appelée la région V (Variable) ou IIICS (Type III 
Connecting Segment) (ffrench-Constant 1995). L’épissage alternatif de cette région est plus 
complexe et spécifique de chaque espèce, conduisant ainsi à la production de 5 variants chez 
l’homme, 3 chez les rongeurs et 2 chez le poulet. Suivant les espèces, cette région peut être 
complètement exclue ou encore partiellement ou complètement inclue (Schwarzbauer, 
Tamkun et al. 1983; Umezawa, Kornblihtt et al. 1985; Norton and Hynes 1987) (figure 12).  
L’ensemble de ces isoformes peut être réparti en 2 groupes en fonction du caractère plus ou 
moins soluble de la fibronectine. Ainsi, la fibronectine soluble, retrouvée essentiellement 
comme constituant abondant du plasma (300 µg/ml) est secrétée en majeure partie par les 
hépatocytes du foie et est appelée communément fibronectine plasmatique. Les variants EDA 
et EDB sont quasiment absents du plasma, mais on retrouve des variants V0 et V+. A 
l’inverse, la fibronectine moins soluble est nommée fibronectine cellulaire et se retrouve 
essentiellement dans la  MEC (Pankov and Yamada 2002). La fibronectine cellulaire 
représente ainsi un groupe d’isoformes beaucoup plus hétérogène et complexe, spécifiques de 
l’espèce mais aussi des types cellulaires et est constiuée de multiples combinaisons de 
variants d’épissage. L’expression des variants incluant les différentes régions sujettes à 
l’épissage est élevée durant le développement embryonnaire et faible chez l’adulte. 
Cependant, dans certaines situations propices au remodelage vasculaire où à l’activation de la 
cellule endothéliale, ces différents variants sont réinduits (Magnuson, Young et al. 1991; 
Pagani, Zagato et al. 1991; Chauhan, Iaconcig et al. 2004). La fibronectine plasmatique, dans 
une configuration dite fermée, ne constitue pas la forme active, contrairement à la fibronectine 
cellulaire à qui on attribue la majorité des activités. 
Ainsi, l’épissage alternatif d’un précurseur d’ARNm, issu d’un seul gène, est à l’origine d’un 
grand nombre de variants, générant des fibronectines aux propriétés d’adhésion, de liaison au 
ligand et de solubilité différentes. Les cellules sont alors capables d’altérer précisément la 
composition de la MEC en fonction du stade de développement et du tissu. 
 




2. 2. La fibrillogénèse : assemblage du réseau de fibronectine. 
La formation d’un réseau de fibronectine complexe à partir de la polymérisation des fibrilles 
est appelé fibrillogénèse et est un mécanisme dépendant de la cellule. L’intégrine 51 est le 
premier acteur initiant cet assemblage (McDonald, Quade et al. 1987; Fogerty, Akiyama et al. 
1990), notamment par sa liaison au motif RGD. C’est le premier récepteur de la fibronectine à 
avoir été identifié. Contrairement aux autres intégrines, elle n’est capable de lier que la 
fibronectine (Pytela, Pierschbacher et al. 1985). Le motif RGD présent dans la boucle du 
domaine III10 est le principal site de reconnaissance de l’intégrine 51, mais il existe un site 
supplémentaire, le motif PHSRN, ou site de synergie, localisé dans le domaine III9 nécessaire 
pour une adhésion de haute affinité entre la fibronectine et l’intégrine 51 (Pierschbacher 
and Ruoslahti 1984; Aota, Nomizu et al. 1994). Une fois les dimères de fibronectine secrétés, 
ils se lient à l’intégrine 51 au niveau des contacts focaux de la cellule, mais d’autres 
intégrines, telles v3, peuvent remplir cette fonction suivant les circonstances (Wennerberg, 
Lohikangas et al. 1996; Geiger, Bershadsky et al. 2001). La liaison de l’intégrine 51 sur la 
fibronectine permet d’une part de  faire le lien avec le cytosquelette d’actine grâce à la partie 
cytoplasmique de l’intégrine qui interagit avec les protéines associées au cytosquelette 
d’actine ; et d’autre part de générer un changement conformationnel de la fibronectine, 
exposant des sites cryptiques nécessaires à l’interaction des dimères de  fibronectine entre-eux 
pour former les fibrilles (Geiger, Bershadsky et al. 2001). Les intégrines se regroupent 
(« clustering ») et recrutent entre-autre la tensine, l’ensemble est transloqué des adhésions 
focales vers le centre de la cellule pour former les adhésions fibrillaire, parallèlement à la 
formation de faisceaux d’actine (Wu, Keivens et al. 1995; Mao and Schwarzbauer 2005). La 
tensine, un des premiers composants recruté au niveau des adhésions fibrillaires, est 
indispensable à la fibrillogénèse comme le montre les études utilisant un dominant négatif de 
la tensine, qui bloque la translocation de l’intégrine 51 et ainsi la formation de la 
fibrillogénèse, sans pour autant empêcher la formation des adhésions focales (Pankov, 
Cukierman et al. 2000). Les adhésions fibrillaires génèrent des forces de tension transmises au 
cytosquelette d’actine et nécessaire à l’assemblage du réseau de fibronectine. Une inhibition 
de l’activité de Rho, des inhibiteurs de la myosine ou encore des agents perturbant le 
cytosquelette d’actine abolit la fibrillogénèse (Halliday and Tomasek 1995; Wu, Keivens et 
al. 1995; Zhong, Chrzanowska-Wodnicka et al. 1998). La maturation des fibres de 
fibronectine semble impliqué une isomérase identifiée dans le domaine I12, située en position 




cryptique et nécessitant donc un changement conformationnel de la fibronectine (Langenbach 
and Sottile 1999). Puis les fibres de fibronectine se dissocient de la cellule entre-autre par 
l’intervention du domaine III10, qui dans les étapes précoces de « strecthing » de la 
fibronectine, réduit l’accessibilité du motif RGD (Krammer, Lu et al. 1999) (figure 
13).
Figure 13 : Etapes de la fibrillogénèse (Geiger, Bershadsky et al. 2001).  
Un autre domaine, situé dans les domaines I1-5 de la partie N-terminale de la fibronectine, est 
important dans l’assemblage de la matrice de fibronectine. La concentration de dimères de 
fibronectine dans une conformation dépliée, réalisée par le « clustering » de 51, déclenche 
la formation d’une matrice fibrillaire grâce à l’interaction des dimères de fibronectine au 
niveau de ce domaine, appelé 70 Kd (McKeown-Longo and Mosher 1983; Sottile, 
Schwarzbauer et al. 1991). Des formes de fibronectine recombinantes, délétées pour ce 
fragment ou dont le domaine est rendu non fonctionnel, sont incapables de s’assembler en 
réseau (Schwarzbauer 1991). De la même façon, l’utilisation d’un fragment recombinant 70 
Kd en excès, qui entre en compétition avec le domaine 70 Kd natif de la fibronectine, abolit la 
formation d’un réseau dense de fibronectine (McDonald, Quade et al. 1987; Sechler, Corbett 
et al. 1998; Rozario, Dzamba et al. 2009). 
Ainsi, l’assemblage d’une matrice de fibronectine est un processus complexe, dépendant de 
différents domaines, de l’interaction avec les intégrines et de la génération de forces de 
tension. 




2. 3. La fibronectine et son récepteur 51 dans le système vasculaire. 
Durant l’embryogénèse, la fibronectine apparaît avant et au moment de la gastrulation chez 
tous les vertébrés. Elle est très abondante au niveau des sites de migration des cellules, soit 
durant la gastrulation, la migration des cellules depuis la crête neurale et pendant la migration 
des cellules germinales (Adams and Watt 1993).  Comme nous l’avons vu précédemment, la 
fibronectine dite fonctionnelle est majoritairement la fibronectine cellulaire, correspondant 
aux isoformes issues du mécanisme d’épissage alternatif et contenant les domaines EDA, 
EDB et le domaine V, suivant différentes combinaisons. La cellule utilise ainsi ce mécanisme 
pour réguler de façon précise la MEC qui l’entoure, en fonction du stade de développement et 
des tissus. Chez l’adulte, la fibronectine cellulaire est très faiblement exprimée, mais elle est 
réinduite dans les situations physiopathologiques qui nécessitent la formation de nouveaux 
vaisseaux le remodelage vasculaire (Magnuson, Young et al. 1991; Pagani, Zagato et al. 1991; 
Chauhan, Iaconcig et al. 2004). De nombreuses études génétiques ont ainsi pu déterminer 
l’importance de la fibronectine dans le maintien de l’intégrité vasculaire. De par la complexité 
de l’épissage alternatif du domaine V, nous nous focaliserons sur la fibronectine et son 
récepteur 51 et les variant EDA et EDB. 
 La fibronectine et son récepteur 51. 
Afin de déterminer la fonction de la fibronectine, des souris KO ont été générées. Les souris 
dont le gène de la fibronectine a été délété, meurent durant le développement embryonnaire au 
jour 8,5. Ces souris présentent des défauts sévères dans le développement du mésoderme, du 
tube neural et dans la formation des vaisseaux (George, Georges-Labouesse et al. 1993). Il est 
important de noter que les souris déficientes pour la fibronectine développent normalement 
les globules rouges primitifs, contrairement aux vaisseaux sanguins, suggérant fortement un 
rôle de la fibronectine dans le développement vasculaire et non dans l’hématopoïèse. De plus, 
les cellules endothéliales issues de souris déficientes en fibronectine sont incapables de 
former un réseau vasculaire dans les corps embryoïdes (Francis, Goh et al. 2002). L’ensemble 
de ces données indiquent fortement un rôle primordial de la fibronectine dans la 
morphogénèse vasculaire. 




La plupart des principales fonctions de la fibronectine sont médiées par son récepteur 51. 
En effet, les études génétiques chez la souris démontrent que parmi toutes les intégrines  
existantes, le KO de l’intégrine 5 génère un phénotype aux défauts vasculaires sévères, 
comparables, mais atténués, à celui retrouvé chez les souris déficientes en fibronectine (Yang 
and Hynes 1996; Francis, Goh et al. 2002; Hynes 2007). Des expériences in vitro menées sur 
des cellules souches embryonnaires déficientes pour l’intégrine 5 forment un réseau 
vasculaire beaucoup moins dense comparativement aux cellules contrôles (Francis, Goh et al. 
2002). Le récepteur 51 se lie à la fibronectine sur son motif RGD requit pour l’interaction 
mais aussi pour la fibrillogénèse et la signalisation intracellulaire médiée par 51. La 
génération de souris où le motif RGD de la fibronectine a été mutée par le motif RGE entraîne 
un phénotype similaire à celui des souris KO pour l’intégrine 5, et donc de la fibronectine. 
Les intégrines contenant la sous-unité v (v3 et v5) sont aussi connues pour interagir 
avec la fibronectine via le domaine RGD et intervenir dans l’assemblage de la matrice de 
fibronectine. In vitro, l’intégrine v est capable de compenser certaines fonctions de 51 
telles la fibrillogénèse (Yang and Hynes 1996). Cependant, in vivo, l’intégrine v , bien que 
liant la fibronectine, n’est pas capable de compenser l’absence de l’intégrine 5, notamment 
les défauts vasculaires présents chez les souris déficientes pour l’intégrine 5 (Yang and 
Hynes 1996). De la même façon, la fibrillogénèse a été montrée comme étant une étape 
importante dans la formation du réseau vasculaire in vitro (Bayless, Salazar et al. 2000; Zhou, 
Rowe et al. 2008). Or, in vivo, la fibrillogénèse n’apparaît pas nécessaire au développement 
d’un réseau vasculaire contrairement à l’interaction de la fibronectine et de l’intégrine 51 
via le motif RGD. En effet, bien que les souris dont le gène codant pour la fibronectine est 
muté sur le motif RGD pour être remplacé par le motif RGE soient toujours capables de 
former un réseau fibrillaire de fibronectine, probablement par v3, v5 ou le domaine 70 
Kd, elles présentent un phénotype létal généré par des défauts cardiovasculaires sévères 
(Takahashi, Leiss et al. 2007). 
L’ensemble de ces données indiquent ainsi que les principales fonctions de la fibronectine 
sont médiées par l’intégrine 51, mais aussi que l’interaction intégrine-matrice est 
primordiale et non la fibrillogénèse. 
 




 Les variants EDA et EDB. 
Les domaines EDA et EDB ne présentent que 29% d’homologie entre eux, suggérant que 
l’inclusion ou l’exclusion des ces domaines est à l’origine de fonction spécifique à chacun de 
ces domaines. Cependant, l’étude des KO de souris pour l’un ou l’autre domaine sont viables 
et fertiles, et développent un réseau vasculaire normal. Seul le double mutant engendre un 
phénotype cardiovasculaire sévère, similaire à celui observé chez les souris KO pour la 
fibronectine. Cependant, la quantité de fibronectine totale est similaire entre les double 
mutants et les souris contrôles, indiquant que les effets observés sont spécifiquement dus à 
l’absence des deux domaines (Astrof, Crowley et al. 2007). Le réseau vasculaire de ces souris 
double mutantes est désorganisé et présentent notamment un défaut dans l’organisation des 
jonctions entre les cellules endothéliales. De plus, la plupart des embryons développent des 
hémorragies. Ce type de désorganisation est retrouvée dans d’autres souris KO, dont les souris 
KO pour le VEGF-A, le bFGF ou encore le TGF (Dickson, Martin et al. 1995; Ferrara, 
Carver-Moore et al. 1996; Lee, Schloss et al. 2000). Plusieurs arguments ont été avancés 
comme pouvant être à l’origine de ces effets. Parce que la liaison fibronectine/intégrine 
participe à la signalisation émise par les facteurs de croissance tels le PDFG-BB, le FGF ou 
encore le TGF (Miyamoto, Teramoto et al. 1996), il a été proposé que les isoformes 
contenant les domaines EDA et/ou EDB modulent la signalisation des facteurs de croissance.  
Mais, la composition de la MEC, ainsi que ces propriétés de rigidité et d’élasticité gouvernent 
la réponse de la cellule (Reinhart-King, Dembo et al. 2005). Ainsi, l’absence de ces isoformes 
altère les propriétés de la MEC et donc le comportement de la cellule. De plus, l’absence des 
domaines EDA et EDB génère une fibronectine de conformation différente, notamment en 
défavorisant l’accès au motif RGD, diminuant ainsi l’interaction avec l’intégrine et donc la 
signalisation cellulaire (Krammer, Lu et al. 1999; Krammer, Craig et al. 2002). 
D’autres modèles génétiques de souris ont été développés pour comprendre le rôle de ces 
domaines, surtout concernant le domaine EDA. La fibronectine plasmatique participant à la 
matrice provisoire dans la réparation tissulaire, n’apparaît pas indispensable puisque les souris 
déficientes en fibronectine plasmatique présentent une réparation tissulaire complètement 
normale, suggérant que la fibronectine cellulaire produite localement est suffisante (Sakai, 
Johnson et al. 2001). A l’inverse, les souris adulte déficientes pour le domaine EDA sont 




incapables de procéder à une réparation tissulaire normale et développent des ulcérations et 
des inflammations au site de la blessure (Muro, Chauhan et al. 2003).   
De nombreuses pathologies cardiovasculaires sont à l’origine de remodelage matriciel au 
niveau de la paroi vasculaire. L’athérosclérose est un exemple largement étudié, où en plus 
d’un recrutement inapproprié et d’une prolifération accrue des cellules musculaires lisses, on 
observe une accumulation de constituants de la MEC, dont la fibronectine cellulaire. 
L’ensemble de ces évènements conduit à la formation d’une capsule fibreuse, entraînant le 
rétrécissement, voire l’occlusion du vaisseau artériel affecté. Au niveau des lésions 
d’athérosclérose, une augmentation de l’expression de la fibronectine contenant le domaine 
EDA a été mise en évidence (Glukhova, Frid et al. 1989). Cependant, sa fonction reste encore 
aujourd’hui à éclaircir car ses effets sur la progression de l’athérosclérose sont controversés. 
En effet, l’absence du domaine EDA dans des modèles de souris déficientes en ApoE et en 
EDA, tout comme la présence constitutive du domaine EDA ont des effets athéroprotecteurs 
(Tan, Sun et al. 2004; Babaev, Porro et al. 2008). Le même type d’étude n’a malheureusement 
pas été réalisé avec le domaine EDB.  
Il est également observé une augmentation de 3 à 4 fois de l’expression des variants EDA et 
EDB dans des dommages entraînant une hypertrophie cardiaque. Ces variants sont surtout 
exprimés au niveau des cellules musculaires lisses des artères plutôt que des veines, suggérant 
un rôle de ces variants dans le remodelage artériel plutôt que veineux (Samuel, Barrieux et al. 
1991). Dans les modèles de dommages aortiques causés par un ballon endostatique (« balloon 
catherization »), on observe d’abord une augmentation du variant EDA après quatre jours, 
suivie de  celle de EDB avec la formation de la néointima au site du vaisseau endommagé, au 
7
ème
 jour. Ces deux variants semblent donc avoir des fonctions différentes (Dubin, Peters et al. 
1995). 
De la même façon, une augmentation de l’expression des isoformes contenant le domaine 
EDA précède celle des isoformes contenant le domaine EDB après une transplantation 
cardiaque (Coito, Brown et al. 1997). De manière intéressante, ces variants sont exprimés au 
niveau du site contenant les cellules progénitrices, potentiellement capables de se différencier 
en cellules musculaires lisses coronariennes, en fibroblastes cardiaques ou encore en cellules 
du myocarde ventriculaire (Cai, Martin et al. 2008; Zhou, Ma et al. 2008). Dans le modèle du 




poisson zèbre, ces cellules ont la capacité de se différencier en cellules endothéliales 
coronaires durant la régénération cardiaque (Lepilina, Coon et al. 2006). 
Ainsi, les domaines EDA et EDB jouent un rôle dans le remodelage vasculaire, cependant le 
développement d’autres modèles génétiques permettrait d’éclaircir leur fonction in vivo. 
 
3.  Les intégrines, acteurs de l’intégration des signaux de la MEC. 
Les cellules endothéliales interagissent avec la MEC grâce à la présence de nombreux 
récepteurs à la surface cellulaire tels les syndécans, le CD44. Mais parmi l’ensemble de ces 
récepteurs, les intégrines occupent une place privilégiée. Les intégrines sont des 
glycoprotéines transmembranaires constituées d’une sous-unité  et d’une sous-unité . Dans 
le génôme humain, 27 gènes ont été identifiés codant pour 19 sous-unités  et 8 sous-unités . 
Les sous-unités  et s’associent entre-elles pour former au moins 25 hétérodimères  et 
certaines de ces sous-unités peuvent être sujettes à un épissage alternatif à l’origine de 
différents variants. Ainsi, l’ensemble contribue à la diversité des intégrines (figure 14). Selon 
la nature du couple d’intégrines, les intégrines interagissent par leur domaine extracellulaire 
préférentiellement avec certains ligands, que sont les protéines de la MEC.  Puis elles 
transmettent les informations en provenance de la MEC par leur domaine cytoplasmique en 
contact avec les composants du cytosquelette, activant des voies de signalisation 
intracellulaires. Les intégrines sont les acteurs d’une signalisation bidirectionnelle, appelées 
signalisations « outside-in » et « inside-out », responsables respectivement de l’état 
d’activation des intégrines et de l’intégration des signaux de la MEC vers la cellule par les 
intégrines activées. Ainsi, les intégrines intègrent les signaux de la MEC, d’où leur nom 
d’intégrine. 





Figure 14 : Diversité de la famille des récepteurs intégrines (Hynes 2002). 
 
3. 1. Structure des intégrines. 
Les sous unités  et  des intégrines possèdent une large partie extracellulaire en N-terminale, 
un domaine transmembranaire et une courte partie cytoplasmique en C-terminale. 
Les sous-unités  se divisent en deux groupes en fonction de leur structure : un groupe qui 
subit un clivage post-traductionnel lors de leur maturation qui génère une chaîne lourde 
entièrement extracellulaire et une chaîne légère contenant le domaine transmembranaire et la 
partie cytoplasmique, reliées entre-elle par un pont disulfure. Ce groupe concerne les sous-
unités 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, IIb et v. Le second groupe ne subit pas de clivage post-
traductionnel, mais possède un domaine supplémentaire dans la partie extracellulaire, le 
domaine I (Insertion). Ce groupe fait référence aux sous-unités 1, 2, 10, 11, D, E, 
L, M et X. La partie extracellulaire comporte 7 segments répétitifs qui adoptent chacun 
une structure en feuillet  et l’ensemble s’assemble en une hélice appelée «  propeller » ou 
« hélice  ». Des études de mutagénèse ont montré la présence de résidus importants pour 
l’interaction avec le ligand, regroupés à la surface de l’hélice . Le domaine I supplémentaire 
inséré dans les sous-unités  du deuxième groupe constitue également le principal site 
d’interaction de l’intégrine avec son ligand. Le domaine I est formé d’un feuillet  central, 




entouré de nombreuses hélices , le tout formant une structure dite de « Rossmann ». A la 
surface de cette structure, le domaine I possède une séquence qui constitue un site de fixation 
pour des ions métalliques, appelée MIDAS (Metal Ion-Dependant Adhesion Site), capable 
d’interagir directement avec des résidus chargés négativement du ligand. La partie 
cytoplasmique, bien que très courte, joue un rôle primordial dans la transduction de signaux et 
permet l’expression membranaire des intégrines. Elle possède une séquence 
juxtamembranaire KXGFFKR très conservée, nécessaire à l’hétérodimérisation des intégrines 




Figure 15 : Structure des sous-unités  et  des intégrines. (A) Structure primaire de l’organisation 
des domaines de chaque unité. (B) Arrangement des domaines dans la configuration 3D (Takagi and 
Springer 2002). 
Les sous-unités  comportent un domaine PSI (séquences homologues entre Plextrin, 
Semaphorin, Intégrin) en partie N-terminale, suivi d’un domaine I-like (car ressemblant au 
domaine I des sous-unités ) qui s’insère dans le domaine hybride et de 4 domaines I-EGF. 
Dans leur partie cytoplasmique, elles possèdent 3 séquences conservées dans toutes les sous-
unités . Le domaine PSI contient 7 cystéines, capables de s’engager dans des ponts 
disulfures intramoléculaires, importantes pour les différentes conformations adoptées par les 
intégrines. Tout comme le domaine I des sous-unités , le domaine I-like contient un motif de 
séquence d’interaction avec un ion métallique, semblable au site MIDAS. Ce motif est 
entouré de deux autres sites d’interaction métallique, AMIDAS (Adjacent au site MIDAS) et 
LIMBS (Ligand-Associated metal binding site). Dans la conformation native, le domaine I-
like est en contact étroit avec l’hélice  de la sous-unité . Le domaine I-like interagit 




directement avec le ligand lorsque la sous-unité  ne possède pas de domaine I. Dans le cas 
du groupe des sous-unités  possédant un domaine I, le domaine I-like intervient dans la 
régulation de l’interaction du domaine I avec le ligand. Les domaines I-EGF ont une structure 
rendant rigide les sous-unités , leur permettant de transmettre des forces et des mouvements 
structuraux d’un côté de la molécule vers l’autre. Les 3 séquences conservées dans la partie 
cytoplasmique sont impliqués dans de nombreux processus tels que l’étalement, le 
recrutement des protéines cytoplasmiques ou encore l’internalisation des intégrines (figure 
15). 
3. 2. Activation de l’intégrine : signalisation « inside-out ». 
Les intégrines sont présentes à la surface membranaire dans une conformation inactive, 
caractérisée par une forme repliée, où le domaine I est proche de la membrane et donc 
difficilement accessible au ligand potentiel. De plus, les intégrines sont restreintes dans leur 
conformation inactive par une interaction entre les parties cytoplasmiques des deux sous-
unités. Une activation de l’intérieur de la cellule est donc nécessaire et implique des cascades 
de signalisation cellulaire induites par des récepteurs autres que les intégrines. L’activation 
des intégrines est initiée au niveau de leur partie cytoplasmique en contact, qui vont se séparer 
et transmettre le changement conformationnel qui se propage à travers les parties 
transmembranaires jusqu’aux domaines extracellulaires. L’intégrine, jusqu’alors repliée, est 
ouverte et révèle au niveau extracellulaire des épitopes spécifiques. L’intégrine est alors 
configurée pour interagir avec des ligands potentiels (figure 16). 





Figure 16 : Evolution de l’intégrine d’une forme repliée (inactive) vers une forme ouverte 
(active). (A) Images en microscopie électronique de l’intégrine v3 dans sa forme repliée et ouverte. 
(B) Représentation en ruban des différentes conformations de l’intégrines v3 (v : rouge, 3 : bleu) 
(Takagi and Springer 2002). (C) Modèle de l’évolution des différentes conformations de l’intégrines 
vers une structure repliée 
 
3. 3. Intégration du signal : signalisation « outside-in ». 
Une fois dans sa configuration active, l’intégrine est capable d’interagir avec ses ligands. 
Parce que les ligands sont souvent multivalents, les intégrines se regroupent en complexe, 
mécanisme communément nommé « clustering ». Ce « cluster » d’intégrines permet 
d’augmenter l’avidité pour leurs ligands. Il s’ensuit un recrutement des différents partenaires 
associés à la communication avec le cytosquelette d’actine. Les intégrines activées sont alors 
capables d’initier la formation de contacts focaux qui évoluent en plaques d’adhérence 
focales. Une fois matures, les plaques d’adhérence peuvent servir comme point d’origine à la 
formation des adhésions fibrillaires grâce entre autre à la translocation de l’intégrine 51 des 
plaques d’adhérence vers le centre de la cellule (figure 17). En outre, ce « cluster » des 
intégrines est à l’origine du recrutement de protéines de signalisation intracellulaire. 
L’ensemble de ces mécanismes induit des cascades de signalisation cellulaire de l’extérieur 




vers l’intérieur de la cellule, d’où le nom de signalisation « outside-in ». Cependant, le 
« clustering » à lui tout seul n’est pas suffisant à induire une signalisation « outside-in » 
complète. Cette dernière nécessite aussi un changement conformationnel des intégrines. 
 
Figure 17 : Illustration de l’évolution des interactions cellules-MEC in vitro. Chaque type de 
structures d’adhésion est caractérisé par une composition moléculaire et des interactions intégrines-
MEC différentes. Un marquage de la paxilline (rouge) et de l’intégrine a5 (vert) sont utilisés comme 
marqueurs moléculaires pour les différencier (Cukierman, Pankov et al. 2002). 
Les intégrines apparaissent ainsi comme les principaux récepteurs intégrant les signaux en 
provenance de la MEC. Parce qu’elles établissent directement le lien entre la MEC et le 
cytosquelette d’actine des cellules, elles agissent aussi comme méchano-senseurs en jouant un 
rôle important dans l’adaptation dynamique des cellules par rapport aux différentes 
contraintes mécaniques. 
 
3. 4. Les intégrines dans le système vasculaire. 
Parce que le réseau vasculaire est en contact avec différents types de MEC en fonction des 
stades du développement ou encore suivant certaines situations physiopathologiques chez 




l’adulte, les intégrines mises en jeu diffèrent également. Sept intégrines sont connues pour 
être exprimées à la surface des cellules endothéliales : 11, 21, 31, 51, 61, v3, 
v5.  
Pendant le développement embryonnaire, les cellules endothéliales, dites activées, ont besoin 
de migrer et proliférer dans la MEC qui les entoure. Cette MEC est essentiellement constituée 
de divers éléments dont des collagènes interstitiels comme le collagène I et de fibronectine. 
De façon similaire, lorsque les cellules endothéliales quiescentes chez l’adulte sont activées, 
elles dégradent la lame basale et se retrouvent en contact avec la MEC interstitielle, 
principalement composée de collagène I. De plus, des dépôts de fibronectine sont observés au 
moment du remodelage vasculaire comme lors de la cicatrisation, de l’angiogénèse 
physiologique ou tumorale, ou encore lors de pathologies telles l’athérosclérose, les 
anévrismes. De nombreuses études ont mis en évidence l’implication des récepteurs au 
collagène I que sont principalement les intégrines 11 et 21, ainsi que les récepteurs à la 
fibronectine dont le principal est 51, et enfin les récepteurs v3 et v5 (figure 18). 
De nombreux modèles in vitro et in vivo montrent l’importance des récepteurs au collagène à 
différents stade de l’activation de la cellule endothéliale. L’expression des intégrines 11 et 
21 est augmentée par les cytokines clés proangiogéniques telles le VEGF et des études in 
vivo utilisant des anticorps bloquant montrent que l’angiogénèse est inhibée. De plus, les 
souris déficientes en 11 développent une angiogénèse tumorale anormale. Les intégrines 
11 et 21 activent Src ce qui a pour conséquence la perte de l’intégrité des jonctions 
intercellulaires par une délocalisation de la VE-Cadhérine, processus qui facilite la 
réorganisation des cellules endothéliale. De la même façon, de nombreuses études montrent 
que les récepteurs au collagène I sont impliqués dans la formation de fibres de stress via 
l’activation de RhoA et de Src, permettant aux cellules endothéliales de migrer et de s’aligner 
de façon organisée. Enfin, des études in vitro ont montré  l’importance de l’intégrine 21 
dans la formation de la lumière du tube endothéliale (Davis and Camarillo 1996). Cependant, 
les souris KO pour l’intégrine 21 ne montrent pas de défauts vasculaires sévères, mais les 
intégrines 11 et 21 peuvent avoir des effets redondants.  




Le niveau d’expression des intégrines v3 et v5 est également fortement augmenté lors 
de l’activation des cellules endothéliales par des facteurs proangiogéniques ou des cytokines, 
tandis que les vaisseaux matures ne les expriment que très peu (Brooks, Clark et al. 1994). 
Cependant, la contribution exacte de ces intégrines dans le système vasculaire est encore mal 
caractérisée du fait de nombreuses études conflictuelles. De nombreuses approches 
expérimentales menées à l’aide d’antagonistes dirigés contre v3 dans différents modèles 
animaux indiquent un rôle majeur de l’intégrine v3 dans la survie et la migration au cours 
de l’angiogénèse (Brooks, Clark et al. 1994; Brooks, Montgomery et al. 1994; Drake, Cheresh 
et al. 1995; Friedlander, Theesfeld et al. 1996). Les études chez les souris KO pour 3 
montrent l’importance de celle-ci dans le système vasculaire. En effet, bien que seule la 
moitié des souris meurent in utéro, celles-ci présentent des anormalités dans le développement 
vasculaire du placenta et de nombreuses hémorragies chez l’embryon (Hodivala-Dilke, 
McHugh et al. 1999). Cependant, les souris déficientes pour l’intégrine 3 montrent une 
angiogénèse tumorale exacerbée comparativement aux souris contrôles, en parallèle d’une 
augmentation de l’expression du VEGFR2 (Reynolds, Wyder et al. 2002; Reynolds, Reynolds 
et al. 2004). Il semblerait ainsi qu’il existe un phénomène compensatoire palliant l’absence de 
l’intégrine 3. A l’inverse, les souris déficientes pour v5 ne montrent pas de défauts dans 
le développement embryonnaire, ni dans l’angiogénèse (Huang, Griffiths et al. 2000). Les 
souris déficientes pour l’intégrine v ne développent pas non plus de défauts vasculaires 
majeurs, 70% d’entre-elles développent un réseau vasculaire normal, mais meurent au jour 11 
dû à des défauts au niveau du placenta (Bader, Rayburn et al. 1998; McCarty, Monahan-
Earley et al. 2002; McCarty, Lacy-Hulbert et al. 2005). Les souris qui arrivent à terme ont un 
réseau vasculaire normal mais montrent cependant des hémorragies cérébrales sévères, 
résultat à priori d’un défaut de l’intégrine v8 impliquée dans l’association entre les cellules 
endothéliales et les cellules gliales (Bader, Rayburn et al. 1998; McCarty, Monahan-Earley et 
al. 2002; McCarty, Lacy-Hulbert et al. 2005). Il est à noter que les souris déficientes pour 8 
développent un phénotype similaire (Zhu, Motejlek et al. 2002). Ainsi, les différentes études 
montrent que v n’est pas indispensable au développement vasculaire, mais v3 joue un 
rôle probable, bien qu’il reste à définir. L’intégrine sur laquelle il ne demeure aucun doute 
quant à sa contribution majeure dans l’intégrité du réseau vasculaire, est 51, principal 
récepteur pour la fibronectine. Cette conclusion est supportée par le fait que les nombreuses 
études réalisées tant in vitro qu’in vivo sont en accord sur ce fait.  






Figure 18 : Schémas du rôle des intégrines et de la MEC sur l’état de quiescence (« ice ») ou 
d’activation (« fire ») de la cellule endothéliale (Davis and Senger 2005).  
A l’état quiescent, les cellules endothéliales reposent sur une membrane basale riche en 
laminine et collagène IV. Cette membrane basale continue est à l’origine de différents signaux 
responsables de l’état de quiescence des cellules endothéliales, notamment en les séquestrant 
du collagène I interstitiel, à l’origine lui de l’activation de la cellule endothéliale. En effet, 
contrairement au collagène I, les cellules endothéliales sont en contact avec entre autre la 
laminine grâce aux intégrines 31 et 61 (figure 18). Celles-ci participent à la stabilisation, 
la maturation du vaisseau comme le reportent entre autre des études in vitro où les cellules 
déposées sur du matrigel, matrice artificielle composée d’un mélange complexe de différents 
constituants matriciels, s’organisent en tubes, grâce à 61 (Zhang, Kazarov et al. 2002). 
L’implication de 31 est plus controversé car certaines études indiquent aussi une fonction 
de 31 dans les étapes d’activation de la cellule endothéliale avec les récepteurs aux 
collagène I, 11 et 21, ceci pourrait s’expliquer par la contribution de différentes 
isoformes de laminine en fonction du stade de développement (Hemler 2003). Les intégrines 
31 et donc surtout 61, contrôlent des signaux permettant de bloquer le bourgeonnement 
mais aussi la prolifération et la migration des cellules endothéliales. De plus, ces intégrines 
n’induisent pas l’activation de Src, et RhoA comme le collagène I, mais induisent une 
activation prolongée de Rac, importante entre autres dans le maintien de l’intégrité des 
jonctions (Liu and Senger 2004). 




4.  Les MMPs et les ADAMs, acteurs du remodelage vasculaire. 
Au cours du développement vasculaire embryonnaire, ou dans certaines situations 
physiopathologiques chez l’adulte, la MEC vasculaire est modifiée. De nombreuses protéases, 
comme les cathépsines, les sérines protéases, les aminopeptidases participent à ce 
remodelage. Cependant, la famille des métalloprotéases (MMPs) est capable de dégrader 
l’ensemble des constituants de la MEC et a ainsi été largement étudiée dans ce processus. En 
plus de la dégradation des protéines de la MEC, l’activité protéolytique portée par les MMPs, 
leur permet de libérer et d’activer les nombreuses cytokines stockées dans la MEC à l’état 
inactif et de participer au clivage de certaines protéines localisées à la surface cellulaire. Les 
ADAMs (A Disintegrine And Metalloprotéases) appartiennent à la superfamille des 
métalloprotéases. Elles possèdent un domaine métalloprotéase leur conférant une activité 
protéolytique importante pour le remodelage de la matrice. Cependant, ces protéines sont 
surtout connues pour leur activité de protéolyse de protéines proche de la membrane cellulaire 
comme les cytokines, les facteurs de croissance ou encore les récepteurs membranaires. Elles 
possèdent également un domaine disintégrine qui a pour fonction de moduler l’adhésion 
cellulaire et les contacts cellules-cellules. 
Ainsi, l’implication de ces différents acteurs dans les fonctions physiopathologiques au sein 
du système vasculaire est évidente.  
 
4. 1. Les MMPs et les matrikines 
 Structure des MMPs . 
La famille des MMPs est composée de 27 membres chez l’homme, dénommées soit par un 
nom descriptif, soit par un numéro (Nelson, Fingleton et al. 2000).  Les MMPs sont 
classiquement organisées en domaines comportant une séquence signal leur permettant d’être 
acheminées à la membrane, un prodomaine nécessaire au maintien de la MMP sous forme 
latente et un domaine catalytique leur conférant la propriété de protéolyse. La signature 
commune à toutes les MMPs est la présence d’un motif liant le zinc par trois résidus histidine 
dans le domaine catalytique qui interagit aussi avec un résidu cystéine dans le prodomaine. 




Cet ion zinc maintenu par les trois histidines et la cystéine permet de garder proMMP inactive 
en empêchant la pénétration d’une molécule d’H2O essentielle à la libération de l’ion zinc et 
donc à l’activation de la proMMPs. La plupart des MMPs possèdent également un domaine 
hémoplexine en position C-terminale qui intervient dans la reconnaissance de certains 
substrats. On distingue deux catégories de MMPs : les MMPs membranaires et les MMPs 
solubles, ces dernières étant elles-mêmes subdivisées en cinq groupes en fonction de leur 




Figure 19 : Structure primaire des MMPs. Schémas de l’arrangement des différents domaines de la 
famille des MMPs. Sp : signal peptide, pro : prodomain, cat : catalytic domain, FNII : fibronectin type 
II motif, L1, L2: linker, Hps: hemopexin domain, Mb: plasma membrane, TM : transmembrane 
domain, Cy : cutoplasmic tail, CysR : cystein rich, Ig : immunoglobulin domain, GPI : 
glycosylphosphatidilynodito anchor. (Nagase, Visse et al. 2006) 
 
 Régulation de l’activité des MMPs. 
Chez l’adulte, le renouvellement de la MEC est lent et toute altération des processus de 
synthèse et de dégradation perturbe l’homéostasie de la MEC, et en conséquence l’intégrité du 
tissu concerné, ici celui du réseau vasculaire. De plus, malgré une certaine spécificité des 
substrats, les spectres protéolytiques des différentes MMPs sont assez larges et se recoupent 
permettant la dégradation de l’ensemble des composants de la MEC. De ce fait, l’activation 
des MMPs est finement régulée, au niveau de leur expression, mais surtout au niveau de leur 
activation.  La plupart des MMPs sont secrétées dans le milieu extracellulaire sous forme 
latente et peuvent être activées soit par activation protéolytique ou par activation chimique par 
étapes progressives. L’activation protéolytique nécessite l’action d’autres protéases telles la 
plasmine, des sérines protéases ou d’autres MMPs déjà activées. Celles-ci clivent le 
prodomaine libérant ainsi l’atome de zinc du résidu cystéine, ce qui entraîne l’activation du 




site catalytique (Nagase 1997). L’activation chimique fait intervenir entre autre les espèces 
réactives de l’oxygène, mais aussi le NO, qui perturbent l’interaction cystéine-zinc par des 
modifications structurelles aboutissant à la libération du zinc puis du clivage du propeptide 
par une protéase (Gu, Kaul et al. 2002). Certaines MMPs (MMP 11, 23, 28 et les six MT-
MMPs) sont directement activées au niveau du trans-golgi par l’action de la furine et 
nécessitent de ce fait une très fine régulation soit au niveau de leur expression, ou de 
l’inhibition de leur activité extracellulaires par les inhibiteurs endogènes des MMPs, les 
TIMPs ou encore par un mécanisme régulé d’endocytose des formes de MMPs membranaires 
(Pei and Weiss 1995; Sternlicht and Werb 2001). Une fois activées, l’activité des MMPs peut 
être inhibée par la présence d’antagonistes endogènes, les TIMPs, qui neutralisent les MMPs 
grâce à la liaison de leur domaine N-terminal au domaine catalytique des MMPs, bloquant 
l’accès à la poche contenant le zinc. Quatre TIMPs ont été identifiées chez l’homme, toutes 
sont capables d’inhiber l’activité des MMPs mais avec un certain degré de spécificité (Bode, 
Fernandez-Catalan et al. 1999). Enfin, il existe un mécanisme d’activation particulier pour la 
MMP2 bien décrit dans la littérature et faisant intervenir la formation d’un complexe ternaire 














Figure 20 : Schémas d’activation des proMMPs. Les proMMPs sont maintenues latentes par 
l’interaction de l’ion zinc avec 3 histidines et un thiol situé dans une région riche en cystéine dans le 
prodomaine. Elles peuvent être activées soit par une voie non protéolytique induisant un changement 
de conformation de la proMMPs et libérant l’interaction entre le prodomaine et l’ion zinc, ou par une 
voie protéolytique aboutissant au clivage du prodomaine. Dans tous les cas, l’activation finale de la 
proMMPs implique le clivage du prodomaine (Ra and Parks 2007). 
 
 Activité des MMPs et des matrikines dans le remodelage vasculaire. 
La principale fonction des MMPs a longtemps été considérée comme étant la dégradation et 
l’élimination des macromolécules de la MEC. Cependant, de nombreuses études ont permis 
de reconnaître que les MMPs participent activement à la libération de nombreux facteurs de 
croissance, piégés dans la MEC dans un état inactif. De plus, la dégradation des 
macromolécules de la MEC n’aboutit pas seulement à leur élimination mais aussi à la 
production de protéines biologiquement actives issues du clivage des protéines de la MEC. 
Ces protéines ont été regroupées sous le nom de matrikines. Enfin, d’autres protéines, 
n’appartenant pas aux protéines de la MEC, sont des substrats potentiels des MMPs, telles les 
intégrines ou certains récepteurs de la surface cellulaire.   
Ainsi, de nombreuses études réalisées in vitro et in vivo ont montrée l’importance de MMP2, 
MMP9 et MT1-MMP dans la libération de la MEC de certains facteurs clés tels le VEGF, 
bFGF ou encore le TGF. Ce processus permet de rendre ces facteurs biologiquement actifs et 




surtout ils sont libérés de façon localisée, ce qui permet de créer un gradient de concentration 
nécessaire à la guidance du tube endothélial et donc la formation d’un réseau correct de 
nouveaux vaisseaux (Lee, Jilani et al. 2005). Notamment, il a été montré que le MMP9 était à 
l’origine de la libération du VEGF dans des modèles murins de carcinogénèse des cellules 
béta du pancréas. Dans ces modèles, le « switch angiogénique » active l’endothélium 
vasculaire quiescent de façon dépendante du VEGF. Cependant, le niveau d’expression du 
VEGF et de son récepteur n’augmentant pas, les effets observés sont attribués au réservoir de 
VEGF libéré de la matrice, impliquant le MMP9 (Bergers, Brekken et al. 2000). De plus, le 
MMP9 a également été montré pour activer le TGF en association avec le CD44 (Yu and 
Stamenkovic 2000). 
Le concept des matrikines a émergé au cours de ces deux dernières décennies. Ces matrikines 
sont des fragments ou des domaines protéiques rendus fonctionnels après clivage partiel de 
certaines macromolécules de la MEC. Avant clivage, ces domaines sont inactifs, ceci est 
probablement dû au fait que ces fragments sont cryptiques dans la protéine native. De 
nombreuses matrikines ont été identifiées et participent à la régulation du système vasculaire.  
Nous pouvons ainsi citer l’endostatine, un fragment de 20 Kd issu du clivage du collagène 
XVIII. Le principal rôle attribué à l’endostatine est d’inhiber la migration et la prolifération 
des cellules endothéliales (Shichiri and Hirata 2001). Ces effets sont notamment médiés par la 
capacité de l’endostatine à interagir et bloquer la fonction des intégrines 51 (Ortega and 
Werb 2002). L’endostatine est également capable d’affecter elle-même l’activité 
protéolytique de la cellule en dérégulant l’activité du système urokinase (Wickstrom, 
Veikkola et al. 2001) ou encore en interférant avec le domaine catalytique de la MMP2 (Lee, 
Jang et al. 2002). Tout comme pour le collagène IV, les protéases à l’origine de l’anastelline 
ne sont pas encore identifiées. 
Le collagène IV, une des protéines les plus abondante de la lame basale, subit également des 
clivages à l’origine de la libération de domaines biologiquement actifs, que sont notamment 
les domaines NC (Non Collagène). Le clivage de ces domaines NC génère les fragments 
arrestine, canstatine et la tumstatine et sont connus pour inhiber l’angiogénèse, notamment par 
des mécanismes dépendant des intégrines v et 1. Ces fragments sont aussi capable 




d’interférer sur l’expression et l’activité des MMPs elles-mêmes (Ortega and Werb 2002). Les 
mécanismes protéolytiques à l’origine de ces fragments sont encore mal connus. 
La fibronectine, présente dans la MEC durant l’embryogénèse et dans certaines situations 
physiopathologiques chez l’adulte, est aussi dégradée et génère des fragments actifs, dont le 
plus caractérisé est l’anastelline. L’anastelline correspond au 1er domaine répété de type III de 
la fibronectine. Des études in vivo réalisées sur des modèles de cancers chez la souris 
montrent que ce fragment inhibe la croissance des tumeurs et des métastases en inhibant 
l’angiogénèse tumorale (Pasqualini, Bourdoulous et al. 1996; Yi and Ruoslahti 2001). Des 
études in vitro sur des cellules endothéliales microvasculaires suggèrent que l’anastelline 
module la voie ERK et provoque l’arrêt du cycle cellulaire en phase G1(Ambesi, Klein et al. 
2005). 
La famille des MMPs sont ainsi des acteurs principaux du remodelage de la MEC et 
participent à de nombreux mécanismes capables de contrôler le comportement de la cellule, 
notamment la migration, la différenciation, la croissance. Il est donc important de réguler le 
plus finement possible ces protéases. 
 
4. 2. Les ADAMs 
 Structure et activation des ADAMs 
La famille des ADAMs comptent aujourd’hui 21 membres chez l’homme et jusqu’à 40 dans 
différents organismes. Ces protéines transmembranaires sont composées d’un propeptide, de 
domaines métalloprotéase, disintégrine et EGF-like ainsi que de régions riches en cystéines. 
Ces domaines confèrent à cette famille de protéines un rôle structural mais aussi fonctionnel 
(Stone, Kroeger et al. 1999) (figure 21). Les ADAMs contiennent une séquence consensus, 
HExGHxxGxxHD, dont les 3 résidus histidines sont, comme pour les MMPs, indispensables 
à l’activité du domaine catalytique. Cependant, cette séquence n’est pas conservée chez 
certains membres, pour lesquels l’activité protéolytique est donc absente. 





Figure 21 : Structure primaire et secondaire des ADAMs. Schémas de l’arrangement des différents 
domaines de la famille des ADAMs. PRO : prodomaine, MP : domaine Métalloprotéase, DIS : 
domaine Disintégrine, CR : domaine riche en cystéine, EGF-like domaine, TM : domaine 
transmembranaire, CD : domaine cytoplasmique (Seals and Courtneidge 2003; Murphy 2008).  
Pour la plupart des ADAMs, la forme mâture de l’enzyme nécessite l’élimination du 
prodomaine, grâce généralement à l’intervention d’une furine. Cette maturation s’effectue lors 
de la voie de sécrétion, dans le compartiment du trans-golgi (Seals and Courtneidge 2003). La 
régulation de leur activation suit un processus similaire à celui des MMPs, avec notamment 
un changement conformationnel du domaine riche en cystéine. La coupure du prodomaine et 
ce changement conformationnel sont nécessaires à l’expression des ADAMs à la surface 
cellulaire. Cependant, ces processus ne sont pas suffisants à leur localisation et leur activation. 
D’autres niveaux de régulation de l’activité interviennent tels que l’interaction des ADAMs 
avec d’autres protéines à la surface cellulaire (Howard, Nelson et al. 1999), leur séquestration 
dans les radeaux lipidiques (Tellier, Canault et al. 2006) ou encore la phosphorylation par 
diverses kinases sur des sites présents dans le domaine cytoplasmique des ADAMs (Izumi, 








 Activité des ADAMs dans le remodelage vasculaire 
Les mutliples domaines des ADAMs leur confèrent des rôles fonctionnels, tels qu’une activité 
protéolytique potentielle, la capacité de moduler les adhésions cellulaires via leur domaine 
disintégrine, mais aussi des propriétés de signalisation grâce à leur domaine cytoplasmique. 
L’activité protéolytique des ADAMs est importante pour le remodelage de la matrice. En 
effet, certaines ADAMs sont capables, comme les MMPs de dégrader les macromolécules de 
la MEC, telles que les ADAMs 9, 10, 12, 15 et 17 qui sont capables de cliver le collagène IV 
in vitro (Seals and Courtneidge 2003).  Cependant, les ADAMs sont surtout connues pour leur 
activité de protéolyse sur des protéines de la surface cellulaire, tels que les facteurs de 
croissance, les cytokines ou encore les récepteurs membranaires à l’état latent.Le clivage de 
ces protéines sous forme latente, va conduire à leur activation et donc entraîner des réponses 
cellulaires. Ce processus est communément appelé « shedding ». ADAM17 et ADAM10 ont 
été les mieux étudiées dans ce mécanisme d’action. 
Beaucoup des cytokines et facteurs de croissance sont secrétés sous une forme latente et 
nécessite d’être activé pour accomplir leur action biologique. ADAM17, également appelée 
TNF Converting enzyme (TACE), est notamment connue pour libérer le TNF(Black 
2002). ADAM17 régule aussi l’activité des récepteurs au TNF. En effet, la protéolyse du 
récepteur au TNF p75 est bloquée en présence d’un dominant négatif d’ADAM17. De plus, 
l’activité des récepteurs au TNF, p55 et p75, est restaurée sur des cellules délétées en 
ADAM17 après réexpression de ADAM17 fonctionnel (Solomon, Pesti et al. 1999; Zhang, 
Oliver et al. 2001). Il a également été montré que le shedding de IL- 6 par ADAM10 et 
ADAM17 facilite la signalisation de IL-6 sur les cellules endothéliales (Romano, Sironi et al. 
1997; Matthews, Schuster et al. 2003). Aussi, le shedding de EphA2 et EphA3 par ADAM10 
génère des formes clivées solubles des récepteurs Eph, qui sont capables d’inhiber 
l’angiogénèse tumorale chez les souris (Janes, Saha et al. 2005). 
La voie Notch-1 joue un rôle important dans la différenciation de la cellule endothéliale, 
durant le développement vasculaire et dans l’angiogénèse tumorale. Le récepteur à 
l’angiopoiétine, Tie1 est indispensable au développement embryonnaire. La liaison des 
ligands Dll4 et angiopoiétine-1 à leur ligand respectif, Notch et Tie-1 est facilité par le clivage 




protéolytique des ectodomaines de ces récepteurs par ADAM10 et ADAM17 respectivement. 
Après cette étape initiale, le complexe g-secretase peut cliver le fragment cytoplasmique du 
récepteur qui devient disponible pour la signalisation, et dans le cas de Notch, peut être 
transloqué au noyau (Brou, Logeat et al. 2000; Hartmann, de Strooper et al. 2002; Takeshita, 
Satoh et al. 2007) (figure 22). Les souris déficientes pour ADAM10, mais pas celles 
déficientes pour ADAM17, ont un phénotype similaire à celui rencontré chez les souris dont 
le gène Notch a été invalidé (Hartmann, de Strooper et al. 2002).   
 
Figure 22 : Schémas du rôle du shedding des ADAMs sur les récepteurs. 
 
Les ADAMs sont également impliquées dans la modulation de l’adhésion cellulaire, grâce à 
leur activité protéolytique, mais aussi grâce à leur domaine disintégrine. Les ADAMs sont 
capables de cliver et de rendre solubles de nombreuses protéines impliquées dan l’adhésion, 
comme VCAM-1, CD44, ou encore la VE-Cadhérine, ce qui peut avoir des effets majeurs sur 
les interactions cellules-cellules, mais aussi sur la migration et l’invasion. Par exemple, 
ADAM10 est capable de cliver la VE-Cadhérine, ce qui a pour conséquence de moduler la 
localisation et l’activation de la -caténine, capable alors d’être transloquée au noyau et 
d’augmenter la prolifération. Enfin, les ADAMs, peuvent interagir avec les syndécans et les 
intégrines d’une cellule voisine par leur domaine disintégrine. Par exemple, ADAM15 
possède la séquence RGD au niveau de ce domaine et est capable d’interagir avec les 
intégrines v3 et 51. 
 




III- Le TGF dans le système vasculaire 
Le TGF appartient à une famille de protéines structurellement apparentées, la superfamille 
du TGF, composée des TGFs (1, 2, 3), mais aussi des activines et inhibines, des BMP 
(Bone Morphogenetic Protein), des GDFs (Growth Differentiation Factors), des hormones 
anti-müllériennes et d’autres protéines impliquées dans le développement (Piek, Heldin et al. 
1999). Le TGF est une cytokine pléiotrope qui intervient dans le développement de 
l’embryon et assure l’homéostasie des tissus chez l’adulte, mais il contribue également à de 
nombreuses pathologies dont les principales sont le cancer, la fibrose, certaines pathologies 
vasculaires. La biodisponibilité du TGF, actif sur la plupart des cellules, est  finement 
régulée, c’est pourquoi il est secrété sous une forme latente (Flaumenhaft, Kojima et al. 
1993). Après activation de la forme latente, le TGF peut interagir avec les récepteurs à 
activité sérine/thréonine kinase présents sur la surface cellulaire, et transmettre différentes 
voies de signalisation à l’origine de réponses cellulaires telle la prolifération, la 
différenciation, la production de MEC (Shi and Massague 2003). Les effets du TGF sont dits 
biphasiques, ils dépendent ainsi du type cellulaire, mais aussi du contexte. Les 3 isoformes du 
TGF présentent des activités biologiques tantôt similaires, tantôt distinctes, suivant l’affinité 
de liaison aux récepteurs, l’expression dans le type cellulaire concerné, et la présence de 
protéines régulatrices tels les co-récepteurs (endogline, -glycanes). Le TGF1 est l’isoforme 
qui a été la plus largement étudié, notamment dans les cellules endothéliales, depuis sa 
découverte en 1985 (Derynck, Jarrett et al. 1985). Nous nous focaliserons ici sur les effets du 
TGF1 dans le système vasculaite, de même que les travaux présentés dans ce manuscrit 
portent sur les effets de cette isoforme.  
 
1. Transduction du signal : Activation, récepteurs, voies de signalisation. 
 
1. 1. Biodisponibilité du TGF. 
Le TGF est une cytokine aux multiples effets, une infime fraction de TGF actif est 
suffisante à induire des réponses cellulaires ; son activation nécessite ainsi d’être 




rigoureusement contrôlée. C’est pourquoi, le TGF est secrété par les cellules sous forme 
latente, où il est dirigé dans la MEC pour y être stocké et séquestré. La concentration 
extracellulaire de TGF actif est régulée en premier lieu par la conversion de la forme latente 
en forme active. L’activation du TGF, c’est-à-dire sa libération du complexe latent auquel il 
est associé, implique des mécanismes dépendants ou indépendants des protéases dont les 
principaux acteurs sont les protéases, les intégrines et les forces de traction. 
 Le complexe latent. 
Le TGF est synthétisé sous forme d’une proprotéine homodimérique (proTGF) composée 
du TGF dimérique et d’un peptide associé au TGF latent, liés de façon covalente (LAP : 
Latent Associated Protein). Dans le trans-Golgi, la pro-TGF est clivé par des enzymes de 
type furine où le dimère mature de TGF reste associé au LAP de façon non covalente. 
L’ensemble forme ce qu’on appelle le petit complexe latent (SLC : Small Latent Complex). 
Un deuxième gène produit le LTBP (Large TGF Binding Protein) qui se lie au SLC dans des 
vésicules de sécrétion pour former le grand complexe latent (LLC : Large Latent Complex). 
Le LTBP appartient à la superfamille des protéines « fibrillin-like ECM » lui conférant la 
propriété de se lier à certaines protéines de la MEC, dont la fibrillin-1, la fibronectine ou 
encore la vitronectine. La plupart des cellules sécrètent ainsi le TGF sous cette forme latente, 
à savoir le LLC, qui de par les propriétés du LTBP, est redirigé vers la MEC et fournit un 
réservoir de TGF latent disponible pour la cellule (Annes, Munger et al. 2003; Wipff and 
Hinz 2008) (figure 23).  





Figure 23 : Le TGF est sécrété sous forme d’un grand complexe latent, le LLC. Le LLC est 
composé du TGF associé de façon non covalente au LAP, l’ensemble formant le SLC. Dans les 
vésicules de sécrétion, le LTBP s’associe au SLC pour former le LLC. Une fois sécrété, le LLC est 
associé à la MEC, lieu de réservoir du TGF latent (Annes, Munger et al. 2003) 
 
Parmi les molécules décrites pour activer le TGF latent, toutes ont la propriété commune 
d’être des indicateurs de perturbations de l’ECM. Le TGF latent est converti dans sa forme 
biologiquement active suivant différents mécanismes, dépendants du type cellulaire et du 
contexte, mais tous impliquent la dissociation du TGF du LAP et/ou la libération du LLC de 
l’ECM.  
La séquestration du TGF dans un complexe latent associé à la MEC permet d’assurer une 
régulation fine spatio-temporelle de la forme active de la molécule, c’est-à-dire de sa 
biodisponibilité. 
 Mécanismes d’activation protéolytique du TGF latent  
Le clivage protéolytique apparaît être le mécanisme prépondérant de l’activation du TGF.  
Ce mécanisme d’activation implique une variété de protéases, dont les premières décrites sont 
la plasmine et les MMP2 et MMP9 (Sato and Rifkin 1989; Yu and Stamenkovic 2000), mais 
aussi MT1-MMP (Mu, Cambier et al. 2002), la thrombine (Taipale, Koli et al. 1992) et bien 
d’autres. 
 




La plasmine et la thrombine 
La plasmine est la première protéase ayant été décrite dans le mécanisme d’activation du 
TGF latent (Sato and Rifkin 1989). Elle est générée par protéolyse du plasminogène par le 
système uPA (urokinase Plasminogen Activator) /tPa (tissue Plasminogen Activator). La 
plasmine libère le TGF mature grâce au clivage du LAP. La thrombospondine 1 (TSP1) 
semble être impliqué dans ce système d’activation, notamment par sa liaison de haute affinité 
avec le plasminogène, ce qui facilite sa conversion en plasmine par le tPA. La TSP1 est 
également capable d’activer le TGF latent par d’autres mécanismes, tels sa liaison au LAP 
qui perturbe les interactions non-covalentes entre TGF et le LAP (Schultz-Cherry and 
Murphy-Ullrich 1993). La thrombine est impliquée dans les cascades de la coagulation 
sanguine en convertissant le fibrinogène en fibrine. Elle peut activer le TGF latent selon des 
mécanismes similaires à ceux de la plasmine (Taipale, Koli et al. 1992). 
La thrombospondine 
La TSP1, en plus d’être impliquée dans le mécanisme d’activation par le système uPA/tPA, 
est également capable d’activer le TGF latent par d’autres mécanismes, tels sa liaison au 
LAP qui perturbe les interactions non-covalentes entre TGF et le LAP (Schultz-Cherry and 
Murphy-Ullrich 1993).  Il a été identifié 2 séquences sur la TSP1 capable d’interagir 
directement avec la partie N-terminale du LAP. Le premier site correspond à la séquence 
RFK, localisée entre le 1
er
 et le 2
nd
 domaine répété properdin-like de type 1 (Schultz-Cherry, 
Lawler et al. 1994; Schultz-Cherry, Chen et al. 1995). Le peptide RFK isolé est capable 
d’inhiber de façon compétitive la formation du complexe entre le LAP et la TSP1 (Ribeiro, 
Poczatek et al. 1999). La seconde séquence identifiée est le motif WxxW, présent dans chacun 
des domaines répétés de type 1, qui se lie sur un site du domaine actif du TGF. Cette liaison 
faciliterait la capacité de RFK à activer le TGF latent, probablement en orientant la séquence 
RFK avec son site complémentaire sur le TGF latent (Schultz-Cherry, Chen et al. 1995). 
Des études réalisées à partir des souris dont le gène de la TSP1 a été invalidé ont permis de 
mettre en évidence que le processus de réparation tissulaire après blessure au niveau de la 
peau était altéré et que l’ajout du peptide RFK, était capable d’activer le TGF latent sur les 




blessures et restaurait un phénotype normal dans le processus de réparation. Une comparaison 
entre les phénotypes des souris TGF1 -/- et des souris TSP1 -/- révèle qu’elles présentent des 
phénotypes similaires d’un point de vue histologique, particulièrement dans le poumon et le 
pancréas. La plupart de ces similitudes peuvent être directement attribuées à l’activation du 
TGF par la TSP1 puisqu’un phénotype normal est restauré chez les souris TGF -/- après 
traitement de celles-ci par le peptide actif RFK. De plus, des souris sauvages traitées avec un 
peptide qui bloque l’activité du TGF par la TSP1 développent un phénotype similaire aux 
souris TGF -/- (Crawford, Stellmach et al. 1998).  
Les MMPs 
Les MMP2, MMP9 et MT1-MMP sont les MMPs les mieux décrites dans le mécanisme 
d’activation du TGF. MMP2 et MMP9 sont capables toutes les deux de cliver le LAP pour 
libérer la forme mature du TGF. In vitro, les études indiquent que MMP2 et MMP9 agissent 
préférentiellement sur TGF2 et TGF3, avec peu d’effets sur TGF1. L’activation du TGF 
par MMP9 nécessite la présence de CD44 (Yu and Stamenkovic 2000). Certaines intégrines 
ont été montrées pour participer à l’activation du TGF par les MMP2 et les MMP9, telles 
v3 dans les cellules métastatiques du cancer du sein et dans les mélanomes (Brooks, 
Stromblad et al. 1996; Rolli, Fransvea et al. 2003). L’intégrine se lie à la MMP et au motif 
RGD présent dans le LAP, stabilisant l’ensemble et facilite ainsi le clivage du LAP par la 
MMP. Dans un mécanisme similaire, MT1-MMP est décrite pour activer le TGF latent grâce 
à son interaction étroite avec l’intégrine v8 ou v6 et le LAP.  De plus, les intégrines sont 
capables de s’associer avec le récepteur de type II au TGF (TRII) après exposition au 
TGF actif. Ceci pourrait être à l’origine d’une promiscuité entre le TGF activé et son 
récepteur (Scaffidi, Petrovic et al. 2004; Galliher and Schiemann 2006; Wipff and Hinz 2008) 
(figure 24).  






Figure 24 : Activation du TGF par les MMPs en interaction étroite avec les intégrines. Les 
intégrines reconnaissent le motif RGD sur le LAP. Les MMPs sont recrutées sur le LLC en 
interagissant avec les intégrines, ce qui stabilise l’ensemble et facilite le clivage du LAP par les MMPs 
pour libérer le TGF mâture. Les intégrines s’associent  avec le TRII, ce qui pourrait faciliter l’accès 
du ligand actif à son récepteur (Wipff and Hinz 2008). 
 
 Mécanismes d’activation non protéolytiques du TGF latent. 
L’activation non protéolytique de TGF latent a été mis en évidence par les laboratoires de 
Sheppard et Rifkin, qui ont démontré que l’intégrine v6 était capable d’activer le TGF 
latent dans les cellules épithéliales, indépendamment de toutes activités protéolytiques 
(Munger, Huang et al. 1999; Annes, Chen et al. 2004; Jenkins, Su et al. 2006). Plus tard  
d’autres études ont montré que l’intégrine v5, v3 et une intégrine associée à 1 non 
identifiée étaient elles-aussi capable d’activer le TGF latent dans les myofibroblastes, en 
l’absence de protéases (Wipff, Rifkin et al. 2007).  Ce mécanisme d’activation implique la 
génération de forces de contraction grâce à la présence du cytosquelette d’actine, à l’origine 
de résistances mécaniques, des intégrines spécifiques transmettant ces forces au LLC et enfin 




la présence d’une MEC capable de résister aux forces de traction cellulaire exercées sur le 
LLC.  
Les premières études de Munger (Munger, Huang et al. 1999) ont montrées que l’activation 
du TGF latent par l’intégrine v6 dans les cellules épithéliales nécessitait son interaction 
avec le cytosquelette d’actine. En effet, la perturbation des filaments d’actine avec la 
cytochalasine D empêche l’activation du TGF. D’autres études menées par la suite sont 
venues renforcer l’hypothèse d’un rôle du cytosquelette d’actine dans ce processus 
d’activation indépendant des protéases. En effet, des études menées sur des fibroblastes 
embryonnaires de souris surexprimant la forme constitutivement active de RhoA montrent 
que ces cellules présentent beaucoup plus de TGF actif, comparativement aux cellules 
contrôles. A l’inverse, ces mêmes cellules exprimant la forme dominant négatif de RhoA 
présentent un taux de TGF actif beaucoup moins important (Jenkins, Su et al. 2006). De 
plus, seuls les myofibroblastes dont l’activité de contraction est très élevée, mais pas les 
myofibroblastes, dont l’activité de contraction est moindre, sont capable de générer la 
libération et l’activation du TGF latent du LLC (Wipff, Rifkin et al. 2007). L’activation du 
TGF par la génération de force de contraction nécessite l’interaction des intégrines sur le 
motif RGD du LAP, comme le montre l’absence de TGF actif lorsque ce motif est muté en 
RGE (Munger, Huang et al. 1999). De façon similaire, la présence de RGD compétitif réduit 
le niveau de TGF actif (Wipff, Rifkin et al. 2007). Cependant, les intégrines capables de lier 
le LAP sur le motif RGD, ne possèdent pas toutes la capacité à activer le TGF 
indépendamment d’activité protéolytique, comme c’est le cas pour l’intégrine v8. 
L’environnement mécanique matriciel est également un élément important dans le mécanisme 
d’activation du TGF dépendant des forces de traction et nécessite la présence du LLC dans 
la matrice (Hori, Katoh et al. 1998). Il a été montré par exemple, que dans les cellules 
déficientes en fibronectine, le LTBP1 était incapable de s’incorporer dans la MEC et par 
conséquent ces cellules présentaient un défaut d’activation du TGF par les intégrines v6 
(Fontana, Chen et al. 2005). De plus, les propriétés de rigidité de la MEC sont essentielles à 
l’activation du TGF latent, indépendante des protéases. En effet, un exemple d’approche 
expérimentale en vidéomicroscopie utilisant des substrats de différentes rigidités et recouverts 
de LTBP1 fluorescent a mis en évidence que seuls les myofibroblastes sur substrats rigides  




étaient capable d’agencer le LTBP1 en fibres (Hinz and Gabbiani 2003). De plus, les cellules 
déficientes en intégrines 51, qui n’est pas directement impliquée dans l’activation du TGF 
latent, mais dans l’organisation de la MEC, sont incapables d’activer le TGF latent via le 
mécanisme de traction médié par l’intégrine v6 (Fontana, Chen et al. 2005). 
L’ensemble de ces données de la littérature indiquent donc que la rigidité de la MEC génère 
des forces de résistances permettant l’activation du TGF latent, à l’origine de changements 
conformationnels du LLC (figure 25). 
Bien que ces données n’aient pas été réalisées à ce jour dans des modèles de cellules 
endothéliales, il est vraisemblable d’imaginer que de tels mécanismes puissent intervenir. 
 
Figure 25 : Activation du TGF par les forces de tractions.  (A) Les intégrines reconnaissent le 
motif RGD du LAP, présent dans le complexe LLC associé à la MEC. (B) Lorsque le LLC est lié de 
façon covalente à une MEC de nature résistante, les forces de traction exercées sur le LAP résulte en 
une déformation du LLC suivie de la libération du TGF actif. (C) Dans le contexte d’une MEC moins 
rigide, les forces de tractions ne sont pas suffisantes pour générer le changement conformationnel du 
LAP et la libération du TGF actif, malgré l’interaction des intégrines au LAP (Wipff and Hinz 2008). 
 
 




1. 2.  Récepteurs et co-récepteurs. 
 
 Récepteurs de type I et de type II : récepteurs à activité sérine/thréonine kinase. 
 
Une fois le dimère de TGF activé, celui-ci se lie à un complexe hétéromérique de récepteurs 
à activité sérine/thréonine kinase présents à la surface cellulaire. Ce complexe est composé 
d’au moins 2 récepteurs de type II  (TRII) et de 2  récepteurs de type I (TRI),  ces derniers 
étant appelés « Activin Receptor Like Kinase » (ALK) (Yamashita, ten Dijke et al. 1994). A 
ce jour, 12 récepteurs de la famille des récepteurs à activité sérine/thréonine kinase ont été 
identifié, dont 7 de type I et 5 de type II (Manning, Whyte et al. 2002). Chacun de ces 
récepteurs sont organisés suivant une structure similaire, composés d’une partie N-terminale 
extracellulaire contenant le domaine de liaison au ligand, une région transmembranaire, et la 
partie C-terminale intracellulaire qui possède l’activité kinase sérine/thréonine. Le TRI a la 
caractéristique de posséder une séquence riche en glycine et sérine, SGSGSG, nommé le 
domaine GS et situé en position juxta-membranaire, proche du domaine N-terminale et du 
domaine kinase. Sous le domaine GS, se situe la boucle L45 qui va déterminer la spécificité 
des différentes kinases au TRI (figure 26).  
 
Figure 26 : Structure des récepteurs de type I et II au TGF. Les TRI et TRII sont des 
récepteurs transmembranaires à activité sérine/thréonine kinase. Leur partie N-terminale est riche en 
cystéine et possède le domaine de liaison au ligand. Le domaine GS qui régule l’activation du 
récepteur, et la boucle L45 qui définit la spécificité des différentes kinases sont caractéristiques du 
TRI (Lebrin, Deckers et al. 2005). 





Les TGF et les activines lient en premier lieu et avec une plus forte affinité le récepteur de 
type II, à l’inverse des BMPs qui lient préférentiellement le récepteur de type I. La 
superfamille du TGF est constituée de 29 ligands et chacun se lie à une combinaison 
spécifique de récepteur de type I et récepteur de type II qui détermine alors la spécificité du 
signal (figure 27). Une fois le dimère de TGF lié au dimère de TRII, celui-ci induit l’auto-
phosphorylation de son domaine cytoplasmique, induisant un changement de conformation, 
nécessaire au recrutement du TRI au sein du complexe. Le TRII phosphoryle alors le TRI 
au niveau de son domaine GS. Le TRI, une fois activé, peut alors propager le signal en 
phosphorylant à son tour les effecteurs de la signalisation dite canonique, appelés Smads (Shi 
and Massague 2003). A la surface des cellules endothéliales, 2 TRI sont exprimés : ALK5, 
ubiquitaire et ALK1, dont son expression est plus spécifique des cellules endothéliales 
(Roelen, van Rooijen et al. 1997). Comme nous le verrons ultérieurement, la présence de ces 
2 récepteurs est à l’origine d’une fine balance de régulation dans le contrôle de la cellule 
endothéliale (Goumans, Valdimarsdottir et al. 2002). 
 
Figure 27 : Spécificité de liaison des ligands de la superfamille TGF sur un complexe spécifique 









 Co-récepteurs ou récepteurs accessoires, et protéines régulatrices. 
La transduction du signal du TGF est finement régulée de par la formation de complexes 
hétéromériques à la surface cellulaire, mais aussi par des récepteurs accessoires qui modulent 
l’accès du ligand au récepteur. Deux récepteurs accessoires au TGF ont été largement 
étudiés, le -glycane, ubiquitaire ; et l’endogline (ou CD105) majoritairement exprimé par les 
cellules endothéliales activées (Gougos and Letarte 1988; Miller, Graulich et al. 1999; 
Fonsatti, Altomonte et al. 2003). Ces co-récepteurs sont des protéines transmembranaires 
hautement glycosylées, avec une grande partie extracellulaire et une petite partie 
cytoplasmique qui ne possède pas d’activité kinase (figure 28). 
Le -glycane est aussi appelé récepteur de type III (TRIII). Il a longtemps été admis que le 
-glycane était un acteur favorisant la liaison du ligand au complexe de récepteurs, 
notamment indispensable pour le TGF2 (Sankar, Mahooti-Brooks et al. 1995). Cependant, 
certaines études indiquent que la partie cytoplasmique du -glycane favorise la signalisation 
du TGF2, et non la liaison du ligand au complexe de récepteurs (Blobe, Schiemann et al. 
2001). Enfin, la partie cytoplasmique du -glycane interagit avec le domaine PDZ de la 
protéine GIPC, ce qui empêcherait la dégradation du -glycane par le protéasome (Blobe, Liu 
et al. 2001). Récemment, il a été montré que le TRII était capable de phosphoryler la partie 
cytoplasmique du -glycane, facilitant la formation d’un complexe entre la -arrestine, qui 
conduit à l’endocytose du -glycane et du TRII (Chen, Kirkbride et al. 2003). 
L’endogline est un dimère associé à la membrane, capable de lier le ligand que lorsqu’il est 
associé au TRII (Lebrin, Goumans et al. 2004). L’endogline interagit avec TRII, ALK5 et 
ALK1 (Guerrero-Esteo, Sanchez-Elsner et al. 2002; Blanco, Santibanez et al. 2005) et son 
domaine cytoplasmique, riche en résidus sérine et thréonine, est phosphorylé par TRII et 
ALK1 (Koleva, Conley et al. 2006).  Il a été montré que l’endogline régule finement la 
balance de signalisation entre ALK1 et ALK5. L’endogline semble nécessaire pour une 
signalisation TGF/ALK1 efficace et inhibe indirectement la signalisation TGF/ALK5 
(Lebrin, Goumans et al. 2004). Cependant, les mécanismes de régulation par l’endogline ne 
sont pas clairement définis.  En plus de la forme prédominante qui possède une partie 
cytoplasmique plus longue, la L-endogline ; il existe une forme d’endogline avec une partie 




cytoplasmique très courte, la S-endogline. Ces 2 isoformes ont des effets opposés. Entre autre, 
alors que la L-endogline favorise l’angiogénèse, la S-endogline a des propriétés anti-
angiogéniques (Perez-Gomez, Eleno et al. 2005). De plus, il existe également une forme 
soluble de l’endogline qui entre en compétition avec la liaison du TGF sur son complexe de 
récepteurs et qui abolit la signalisation TGF/ALK5 (Venkatesha, Toporsian et al. 2006). 
L’endogline est aussi un co-récepteur qui module la signalisation BMP9/ALK1. Enfin, il est à 
noter que l’endogline, bien que jouant le rôle de co-récepteur pour la signalisation TGF, est 




Figure 28 : Structure des co-récepteurs de la signalisation TGF (Lebrin, Deckers et al. 2005). 
 
La signalisation du TGF est une signalisation complexe, finement régulée par la formation 
de complexe de récepteurs hétéromérique et la présence de co-récepteurs. Cependant, il existe 
d’autres mécanismes de régulation de l’activation du signal tels que la présence de protéines 
qui piègent le TGF actif dans le milieu extracellulaire. Ces protéines sont nommées des 
« ligands traps » et incluent notamment la décorine et l’2-macroglobuline pour le TGF. 




D’autre part, certaines protéines régulatrices intracellulaires viennent gêner l’interaction des 
récepteurs avec les effecteurs telles que BAMBI (Onichtchouk, Chen et al. 1999) ou encore 
FKBP12 (Huse, Chen et al. 1999) qui lie le domaine GS du TRI en absence de 
phosphorylation. Lorsque le ligand lie le TRII, il phosphoryle alors le domaine GS du TRI. 
Ceci a pour conséquence de lier Smad2 et d’éliminer FKBP12. Certaines études ont montré 
l’importance de l’interaction de FKBP12 avec le domaine GS de ALK5. En effet, lorsque 
cette interaction est perturbée, ALK5 est capable d’induire un signal en absence de ligand 
(Chen, Liu et al. 1997). Il existe bien d’autres protéines intracellulaires capables de réguler 
très en amont la signalisation du TGF. 
 
1. 3.  Signalisation canonique du TGF : les Smads. 
 
Les Smads ont d’abord été identifiées chez la Drosophile en tant que Mad (Sekelsky, McKim 
et al. 1995) puis chez le C. Elegans, en tant que Sma (Savage, Das et al. 1996). Peu de temps 
après, leurs homologues ont été identifiés chez les vertébrés et ainsi dénommés Smad 
(Derynck, Gelbart et al. 1996). Suivant leur fonction, les Smads sont subdivisés en 3 groupes : 
les Smads régulateurs (R-Smads : Smads 1, 2, 3, 5, 8), les Smads communs (co-Smads : Smad 
4) et enfin les Smads inhibiteurs (I-Smads : Smads 6 et 7) (Moustakas, Souchelnytskyi et al. 
2001).  Parmi ces 3 classes, seuls les R-Smads sont directement activés et phosphorylés par 
les TRI. De manière générale, les Smads 2 et 3 sont phosphorylés par la sous-famille des 
TGF et les Smads 1, 5 et 8 sont phosphorylés par la sous-famille des BMPs. Une 
particularité, est la signalisation médiée par TGF/ALK1 qui est capable d’activer les Smads 
1, 5 et 8 (figure 27).  Des études récentes ont également mis en évidence que la signalisation 
TGF/ALK5 pouvait activer les Smads 1, 5 et 8, indépendamment de ALK1, mais faisant 
intervenir d’autres récepteurs de type I au sein de l’hétérocomplexe, tels que ALK2 ou ALK3 
(Liu, Schilling et al. 2009; Wrighton, Lin et al. 2009). 
Les R-Smads et les Co-Smads présentent une organisation structurale similaire, qui consiste 
en un domaine N-terminale MH1 (Mad Homology 1), un domaine de liaison au centre, et un 
domaine MH2 en C-terminal. Les I-Smads diffèrent de par l’absence du domaine MH1. Le 
domaine MH1 est responsable de l’interaction des Smads à l’ADN et avec les facteurs de 
transription ; tandis que le domaine MH2 est impliqué dans l’interaction des Smads avec les 




récepteurs et les Smads entre-elles. Enfin, le domaine de liaison entre en jeu dans les 
interactions avec l’E3 ubiquitine ligase et les Smurf1 et 2 (Derynck and Zhang 2003). 
Lorsque les TRI sont phosphorylés sur le domaine GS, ils interagissent avec les R-Smads. 
Les TRI interagissent via leur boucle L45 et la boucle L3 du domaine MH2 des R-Smads 
(Chen, Hata et al. 1998). La protéine SARA (Smad Anchor for Receptor Activation) est 
capable d’interagir avec les Smad 2 et 3 et contrôle ainsi leur localisation cytoplasmique. Une 
fois le TRI phosphorylé, elle interagit avec et facilite ainsi le recrutement de Smad 2 et 3 au 
niveau du complexe de récepteurs dans les endosomes précoces (Tsukazaki, Chiang et al. 
1998).   Les TRI peuvent alors phosphoryler les R-Smads au niveau de leur motif SSXS, 
situé dans le domaine MH2, en position C-terminale (Kretzschmar, Liu et al. 1997; 
Souchelnytskyi, Tamaki et al. 1997). Dans leur configuration inactive, les domaines MH1 et 
MH2 sont en contact et s’inhibent mutuellement. Après phosphorylation sur le motif SSXS, 
un changement de conformation rend possible l’interaction des R-Smads avec le Co-Smad 
(Hata, Lo et al. 1997). Une fois phosphorylés, il a été montré que les Smad 2 et 3 se dissocient 
de SARA pour interagir avec Smad4. Le complexe R-Smad/Co-Smad est alors transloqué au 
noyau grâce à l’interaction avec l’import importine 1 (Xiao, Liu et al. 2000; Kurisaki, Kose 
et al. 2001), ou des composants du pore nucléaire tels Nup214, Nup 153 (Xu, Kang et al. 
2002; Xu, Alarcon et al. 2003). Dans le noyau, les complexes R-Smad/Co-Smad ont la 
capacité de se lier à l’ADN sur la séquence 5’-AGAC-3’, connue comme SBE (Smad Binding 
Element) où ils peuvent activer la transription de gènes cibles. Parce que les Smads ont une 
faible affinité d’interaction avec l’ADN, ils agissent en coopération avec d’autres facteurs de 
transriptions capables de lier efficacement les promoteurs de gènes cibles. L’interaction des 
complexes R-Smad/Co-Smad est spécifique du type cellulaire et détermine ainsi la réponse 
précise médiée par le ligand. De plus, pour réguler la transription, les complexes R-Smad/Co-
Smad interagissent avec des co-répresseurs ou des co-activateurs, modulant aussi la 
spécificité du signal (Derynck and Zhang 2003). A l’inverse des R-Smad dont l’import au 
noyau est dépendant de l’activation de la signalisation par le ligand, le Co-Smad effectue 
régulièrement la navette entre le cytoplasme et le noyau grâce à la présence d’une séquence 
d’export nucléaire dans le domaine de liaison, et d’une séquence de localisation nucléaire 
dans le domaine MH1. Le signal d’export est masqué lorsque le Co-Smad est dans le 
complexe avec les R-Smads, permettant d’accumuler ces complexes au noyau. 




Bien que la phosphorylation du motif SSXS en C-terminale soit l’évènement principal dans 
l’activation des R-Smads, d’autres phosphorylations par des kinases intracellulaires peuvent 
réguler les R-Smads. Les MAPKs peuvent ainsi les phosphoryler, notamment sur leur 
domaine de liaison en position centrale, riche en résidus sérine et thréonine, entraînant tantôt 
des effets positifs, tantôt négatifs sur la régulation des R-Smads. Ainsi, la phosphorylation de 
Smad3 sur les résidus Ser204, Ser208, et Thr179, et de Smad2 sur les résidus Ser245/250/255 
par ERK modulent négativement l’activité transriptionnelle des Smads (Kretzschmar, Doody 
et al. 1999). A l’inverse, la phosphorylation de Smad2 en position N-terminale sur le résidu 
Thr8 par ERK, augmente son activité transriptionnelle (Funaba, Zimmerman et al. 2002). De 
la même façon, la phosphorylation de Smad3 par la MAPK p38 et ROCK (résidus 
Ser204/208/213), et par JNK (résidus Ser208/213, analogues Smad2 : Ser250/255) 
augmentent l’activité transriptionnelle de Smad2/3, suggérant que ces voies de signalisation 
coopèrent pour générer une réponse plus puissante du TGF (Engel, McDonnell et al. 1999; 
Mori, Matsuzaki et al. 2004; Kamaraju and Roberts 2005). 
 
1. 4.  Voies non-canoniques du TGF. 
 
La complexité des réponses cellulaires médiées par le TGF a révélé, qu’en plus du modèle 
canonique de la voie des Smads, d’autres voies de signalisation agissaient en combinaison 
afin de moduler de telles réponses cellulaires. Ces voies de signalisation dites non-
canoniques, incluent à ce jour la variété de la signalisation des MAP kinases, la signalisation 
des Rho-GTPases et la signalisation PI3K/AKT. 
 Signalisation des MAPKs 
Plusieurs études ont montré que TGF était capable d’activer les voies Erk, JNK/p38 et 
TAK1, indépendamment de la voie canonique des Smads. 
La première indication qui a mis en évidence une activation de la voie Erk par TGF est née 
de l’observation que Ras (p21) était rapidement activé en réponse au TGF dans les cellules 
intestinales de rat ou dans les cellules épithéliales pulmonaires du vison. Cette rapide 
activation de Ras permet le recrutement de Raf à la membrane plasmique qui conduit alors à 




l’activation de Erk via MEK1 (Mulder and Morris 1992; Yan, Winawer et al. 1994). La voie 
Ras/Erk est classiquement activée par les récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK). De 
nombreuses protéines de signalisation possédant des domaines de liaison au tyrosine 
phosphorylées (PTB) ou des domaines SH2 sont importantes dans la transmission du signal 
par les RTK activés. Parmi-elles, le complexe Grb2/Sos peut être recruté à la membrane après 
activation des RTK, auxquels Grb2 se lie via son domaines SH2 ou grâce à la présence d’une 
autre protéine adaptatrice, Shc. Ras est alors activé par le complexe et induit la cascade de 
signalisation des MAPKs, dont MEK et Erk. Bien que les TRI et TRII soient définis 
comme des récepteurs à activité sérine/thréonine kinase, ils sont capables d’activer 
Ras/MEK/Erk grâce à la phosphorylation de résidus tyrosines. En effet, le TRII peut être 
tyrosine auto-phosphorylé sur les résidus Y259/336/424 (Lawler, Feng et al. 1997). De plus, 
le TRII, peut aussi être phosphorylé par Src sur le résidu Y284 (Galliher and Schiemann 
2007). Ces résidus tyrosine phosphorylés peuvent alors servir de site d’arrimage pour Grb2 et 
Shc. De la même façon, TRI peut être phosphorylé sur des résidus tyrosines après 
stimulation par le TGF. Une fois activé, TRI est capable de recruter Shc favorisant la 
formation de complexes Shc/Grb2/Sos (Lee, Pardoux et al. 2007). L’activation de Erk par le 
TGF semble être nécessaire au désassemblage des jonctions et à l’acquisition d’un 
phénotype migratoire, mécanisme important dans la transition épithéliale mésenchymateuse 
(EMT) induite par le TGF (Zavadil, Bitzer et al. 2001). Des études complémentaires sont 
venues appuyer cette hypothèse, tel que le montre l’absence d’EMT, de migration et 
d’invasion en réponse au TGF dans des cellules tumorales mammaires délétées en Shc ou 
Grb2 (Galliher-Beckley and Schiemann 2008; Northey, Chmielecki et al. 2008). Ainsi, la 
signalisation Shc/Grb2/Erk activée par TGF est une composante clé dans les effets pro-
invasifs du TGFfigure 29A). 
Les voies non canoniques les mieux caractérisées sont les voies JNK et p38, appartenant 
comme Erk à la cascade de signalisation des MAPKs, et sont respectivement activées par les 
MKK4 et MKK3/6. TGF active rapidement ces voies dans de nombreux types cellulaires, 
indépendamment de la présence des Smads (Engel, McDonnell et al. 1999). En amont de la 
signalisation, une MAP3K, nommées TAK1 (TGF Activated Kinase 1) est responsable de 
l’activation de MKK4 et MKK3/6 et donc de l’activation de JNK et p38 (mais aussi de NF-
B) comme le montre les études réalisées sur des fibroblastes de souris embryonnaires 
déficientes en TAK1 (Shim, Xiao et al. 2005). Une interaction physique directe entre TAK1 et 




le TRI a été reportée récemment (Watkins, Jonker et al. 2006) de même qu’une interaction 
entre TRAF6, un composant essentiel dans l’activation de TAK1, et TRII (Sorrentino, 
Thakur et al. 2008). A ce jour, les études montrent que l’activation de la signalisation 
TRAF6/TAK1/JNK-p38 est impliquée à la fois dans l’induction de l’apoptose en réponse au 
TGF, un mécanisme reconnu dans les activités de supresseur de tumeurs exercé par le TGF 
(Liao, Chen et al. 2001; Sorrentino, Thakur et al. 2008). Mais cette signalisation semble 
également être requise pour l’EMT en réponse au TGF (Yamashita, Fatyol et al. 2008) 
(figure 29B). 
 
Figure 29 : Effet de l’activation des voies MAPK par le TGF. L’activation de la voie Erk (A) par le TGF 
contrôle la régulation de gènes cibles en activant des facteurs de transcription en aval, en coordination avec les 
Smads pour contrôler l’EMT. TGF interagit avec TRAF6, qui une fois poly-ubiquitinilé, recrute TAK1 et 
active ainsi la voie JNK/p38. Cela conduit à l’activation de facteurs de transcription, qui associés aux Smads, 
régulent l’apoptose et l’EMT. JNK peut également réguler l’activité des R-Smad par phosphorylation (Zhang 
2009). 
 Signalisation des Rho GTPases. 
La famille des Rho GTPases incluent RhoA, Cdc42 et Rac, qui sont des acteurs importants 
dans le contrôle de la dynamique du cytosquelette d’actine, la mobilité cellulaire, l’expression 
de gènes, par le biais de nombreux effecteurs (Jaffe and Hall 2005).  
Tout comme la voie des MAPKs, RhoA est un acteur essentiel de l’EMT en réponse au 
TGF. Le TGF induit une rapide activation de RhoA dans différents modèles cellulaires et 
induit la formation de fibres de stress et un phénotype mésenchymal caractéristique. Cette 




rapide activation de RhoA par le TGF est indépendante des Smads (Bhowmick, Ghiassi et 
al. 2001; Edlund, Landstrom et al. 2002). Cependant, il est parfois observé un deuxième pic 
d’activation plus tardif, dépendant de la synthèse de protéines telles que NET1, un facteur 
d’échange de RhoA, et permet ainsi de conduire à l’activation de RhoA par la voie 
dépendante de la transription des Smads (Shen, Li et al. 2001). Cependant, certaines études 
ont montré une diminution du niveau d’expression de RhoA au niveau des jonctions 
cellulaires, qui se retrouve localisé à des protrusions cellulaires. Dans un modèle de cellules 
épithéliales polarisées, TGF induit l’assemblage et l’accumulation de complexes de 
TRI/TRII aux jonctions cellulaires, où TRII phosphoryle Par6. Par6 peut alors recruter 
Smurf1 au niveau des complexes présents aux jonctions cellulaires. Smurf1 induit 
l’ubiquitination de RhoA sur des résidus lysines 6 et 7, ayant pour conséquence la 
relocalisation et le turnover de RhoA au niveau de protrusions cellulaires. Cette régulation de 
RhoA facilite alors la dissolution des jonctions cellulaires, un pré-requis pour l’EMT 
(Ozdamar, Bose et al. 2005). Des mutations sur les résidus lysines 6 et 7 de RhoA inhibent la 
dissolution des jonctions cellulaires et l’EMT en réponse au TGF (Wang, Zhang et al. 2003). 
En plus de RhoA, TGF peut activer Cdc42, indépendamment des Smads et des interactions 
entre Cdc42 et les complexes de récepteurs au TGF ont été démontrées (Wilkes, Murphy et 
al. 2003; Barrios-Rodiles, Brown et al. 2005). L’activation de Cdc42 par TGF serait 
impliquée également impliqué dans l’EMT (figure 30).  
Notre laboratoire a également mis en évidence que le TGF est capable d’activer rapidement 
Rac et p38 dans les cellules endothéliales et que le contrôle cette signalisation est impliquée 
dans les processus tels que l’étalement et l’hypertrophie en réponse au TGF (Varon, Rottiers 
et al. 2008). De plus, notre groupe a montré l’existence d’une fine balance d’activation entre 
Rac et RhoA dans le modèle des PAE qui participe au processus angiogénique. Ainsi, Rac et 
RhoA sont tous deux activés par le TGF durant la phase d’initiation. Durant la phase de 
morphogénèse l’activité de Rac est diminuée tandis que celle de RhoA reste élevée en réponse 
au TGF(Varon, Basoni et al. 2006). 





Figure 30 : Effet de l’activation des Rho GTPases par le TGF. Le TGF peut activer RhoA dépendamment 
ou indépendamment des Smads pour aboutir à la formation des fibres de stress durant l’EMT. Durant l’EMT, 
TGF peut également induire la dissolution des jonctions par le recrutement et l’activation de Cdc42, ayant pour 
conséquence la dégradation de RhoA au niveau des protrusions cellulaires (Zhang 2009). 
 Signalisation PI3K 
Le TGF est capable d’activer rapidement la voie des PI3K, comme le montre la 
phosphorylation de son effecteur Akt, indépendamment des Smads (Wilkes, Mitchell et al. 
2005). De plus, il a été récemment décrit une interaction du TRII avec la sous-unité 
régulatrice de la PI3K, la p85 ; alors que l’association de la p85 avec le TRI nécessite la 
stimulation préalable par le TGF (Yi, Shin et al. 2005; Lamouille and Derynck 2007). 
Cependant, l’activation de la voie PI3K par le TGF nécessite l’activité kinase du TRI 
(Lamouille and Derynck 2007). L’activation de la voie PI3K peut résulter d’une activation 
indirecte par le TGF grâce, par exemple à l’activation du récepteur à l’EGF par le TNF 
(Vinals and Pouyssegur 2001). Le TGF est également capable d’inhiber la signalisation 
PI3K/Akt, du à l’expression de la phosphatase des lipides, SHIP, dépendante des Smads. 
Celle-ci peut être à l’origine de la phosphorylation transitoire de Akt induite par TGF 
(Valderrama-Carvajal, Cocolakis et al. 2002). Dans de nombreuses réponses médiées par 
TGF, la voie PI3K/Akt antogonise les effets induits par les Smads. Par exemple, l’activation 




de cette voie protège les cellules de l’apoptose et de l’inhibition de la croissance cellulaire 
induite par TGF. Ces effets semblent être le résultat de l’interaction directe entre Akt et 
Smad3, ce qui empêche la phosphorylation de Smad3 par le TRI, et donc sa translocation au 
noyau et la transription de gènes cibles (Conery, Cao et al. 2004; Remy, Montmarquette et al. 
2004). Mais la voie PI3K/Akt est une autre voie indépendante des Smads et impliquée dans 
l’EMT. Une étude récente sur les cellules épithéliales de glandes mammaires, les NMUNG, et 
dans les kératinocytes humains, les HaCat, indique que l’EMT en réponse à la voie 
TGF/PI3K/Akt requiert mTOR, un effecteur en aval de Akt. mTOR est un régulateur clé de 
la synthèse protéique et implique l’activation de la S6K et 4E-BP1. Dans ces modèles d’EMT, 
mTOR augmente la teneur en protéine, intervient sur la migration et l’invasion mais 
n’intervient pas sur les changements morphologiques caractéristiques de l’EMT. Cette voie de 
traduction protéique, agit ainsi en parallèle de la voie de transription des Smads dans 
l’induction de l’EMT en réponse au TGF (Lamouille and Derynck 2007). Dans certains 
modèles, mTOR et S6K antagonisent les réponses cellulaires médiées par TGF. La 
rapamycine, un inhibiteur de mTOR, réverse les effets inhibiteurs de Akt sur la 
phosphorylation des Smads (Song, Wang et al. 2006), tandis que S6K est un facteur limitant 
dans l’arrêt de la croissance cellulaire en réponse au TGF dans les cellules épithéliales 
mammaires (Petritsch, Beug et al. 2000). Dans ce cas, le TGF déphosphoryle la S6K. Cette 
inhibition de la S6K par le TGF requiert l’expression de la sous-unité régulatrice de la 
protéine phosphatase 2A, B, puisque S6K ne peut être inhibée par TGF dans les cellules où 
l’expression de B n’est pas détectable (Petritsch, Beug et al. 2000) (figure 31). 






Figure 31 : Effets de l’activation de la voie PI3K/Akt par le TGFLe TGF est capable d’activer 
directement la voie des PI3K. Akt, un effecteur en aval de la PI3K, peut agir en antagonisant 
directement la signalisation des Smad3 comme séquestreur de Smad3 dans le cytoplasme. Mais Akt 
peut également intervenir dans la régulation de la synthèse protéique en activant la voie mTOR/S6K. 
La voie mTOR peut aussi être inhibée dans certains modèles cellulaires, dû à la présence de la sous-
unité Ba de la phosphatase PP2A qui déphosphoryle S6K (Zhang 2009). 
Ainsi, la coopération des voies de signalisation canonique des Smads et des voies non 
canoniques déterminent le résultat de la réponse cellulaire médiée par TGF. Parmi les voies 
non canoniques, d’autres implications et d’autres régulations dans les réponses médiées par le 
TGF restent certainement à découvrir, de même que la découverte d’autres voies de 
signalisation. L’ensemble des données de la littérature mettent en évidence la complexité de la 








1. 5. Fin du signal TGF. 
 Régulation négative des Smads. 
Séquestration des R-Smads 
Pour terminer le signal, les Smads doivent être régulées négativement. Les I-Smads (Smad6 et 
Smad7) jouent un rôle prépondérant dans ce processus. A l’inverse des R-Smads et des Co-
Smads, le niveau d’expression des I-Smads est finement régulé, et le TGF induit leur 
expression. Les I-Smads participent ainsi à une boucle de rétrocontrôle négatif sur les 
réponses médiées par le TGF (Nakao, Afrakhte et al. 1997; Afrakhte, Moren et al. 1998). 
Les I-Smads ont d’abord été montré pour interagir directement avec la boucle L45 des TRI 
via leur domaine MH2, antagonisant alors l’interaction des R-Smad sur le TRI (Mochizuki, 
Miyazaki et al. 2004). De même, ils sont capable d’interagir avec les R-Smads pour empêcher 
la formation de complexes R-Smad/Co-Smad (Imamura, Takase et al. 1997; Nakao, Afrakhte 
et al. 1997; Hata, Lagna et al. 1998).  D’autres protéines ont été décrites pour séquestrer les 
Smads et les empêcher de participer à l’activation du signal. Ainsi, le co-represseur de 
transription SnoN, est capable d’interagir avec les Smads dans le cytoplasme pour les piéger 
(Krakowski, Laboureau et al. 2005). Un autre exemple est Man1, une protéine de la 
membrane nucléaire interne, qui interagit avec les R-Smads et les empêche d’accéder au site 
de liaison de l’ADN, inhibant ainsi leur activité transriptionnelle (Lin, Morrison et al. 2005; 
Pan, Estevez-Salmeron et al. 2005).  
Ubiquitination et dégradation par le protéasome 
L’ubiquitination et la dégradation via le protéasome sont des mécanismes puissants pour 
réguler négativement les Smads. Deux E3-ubiquitine ligases, Smurf1 et Smurf2 ont été 
identifiées pour être directement impliquées dans ces processus. Les protéines Smurf à la 
famille des protéines à domaine HECT des E3 ubiquitine ligases. Elles sont composées de 3 
domaines distincts : un domaine conservé en N-terminal de protéine kinase C 2 (C2) impliqué 
dans l’interaction avec les phospholipides, 2 (pour Smurf1) ou 3 (pour Smurf 2) domaine WW 
impliqué dans les interactions protéines-protéines, et un domaine HECT en C-terminal qui 
catalyse le transfert des ubiquitines sur leur substrat cible (Zhu, Kavsak et al. 1999). Les 




Smads activés par les BMPs (Smad 1, 5 et 8) sont des substrats pour Smurf1, alors que Smad2 
mais aussi les Smads 1 et 5 sont des substrats de Smurf2 (Lin, Liang et al. 2000; Zhang, 
Chang et al. 2001). Les Smurfs interagissent avec le motif PY du domaine de liaison des R-
Smads, via leur domaine WW, une fois ubiquitinés, les R-Smads sont dégradés via le 
protéasome. Smurf2 peut interagir avec Smad3, mais ne le conduit pas à sa dégradation. La 
dégradation de Smad3 via le protéasome fait intervenir une E3-ubiquitine ligase différente, le 
complexe SCF/Roc1 (Fukuchi, Imamura et al. 2001). Il a également été montré récemment 
que Smad2 pouvait être dégradée via le protéasome grâce à l’ubiquitination de Tiul1 et 
NEDD4-2 (Seo, Lallemand et al. 2004; Kuratomi, Komuro et al. 2005). 
Smad4 ne possède pas le motif PY, mais peut interagir avec les protéines Smurfs. Des études 
récentes indiquent que les I-Smad interagissent avec Smad4 et le guide à proximité du 
domaine HECT de Smurf1 et Smurf2. Les Smads agissent alors comme des ponts entre 
Smad4 et les Smurfs, facilitant l’ubiquitination de Smad4 et sa dégradation par le protéasome 
(Moren, Imamura et al. 2005). 
Déphosphorylation des R-Smads 
Les R-Smad sont activées par leur phosphorylation via les TRI ou d’autres protéines 
intracellulaires (voir 1.3). Ainsi, une façon d’inhiber le signal est de les déphosphoryler, grâce 
à des phosphatases.  Des études en accord avec ce mécanisme ont montré que lorsque 
l’activité du TRI est bloquée par un agent pharmacologique (SB431542), les R-Smads sont 
d’abord déphosphorylés avant d’être dirigés vers le protéasome (Inman, Nicolas et al. 2002). 
De la même façon, les Smad2 exportés du noyau sont également déphosphorylés (Xu, Kang et 
al. 2002). Ainsi, la phosphatase nucléaire PPM1A a été identifiée pour directement 
déphosphoryler les Smad1, 2 et 3 dans leur partie C-terminale et favorise ainsi leur export 
nucléaire. Les cellules déplétées en PPM1A augmentent la réponse TGF. Cette phosphatase 
n’est pas spécifique des R-Smads (Lin, Duan et al. 2006). D’autres phosphatases, les SCP1, 2 
et 3 (Small C-terminal domain Phosphatase) ont été identifiées pour participer à la 
déphosphorylation du domaine de liaison des Smads et ainsi augmenter la signalisation du 
TGF (Sapkota, Knockaert et al. 2006). 
 




 Endocytose des récepteurs au TGF et dégradation. 
Le trafic des récepteurs au TGF et l’activité et l’extinction de la signalisation sont 
étroitement liés.  L’internalisation des récepteurs au TGF peut se faire selon deux voies, 
chacune déterminant si les récepteurs vont induire un signal ou être voué à la dégradation. 
L’internalisation des récepteurs dépendante de la clathrine permet d’une part le recyclage des 
récepteurs à la membrane, mais d’autre part permet aux récepteurs du TGF d’initier 
correctement le signal. En effet, une fois les récepteurs internalisés, ils entrent dans les 
endosomes précoces qui sont enrichis en protéine SARA. Les récepteurs sont alors capable de 
phosphoryler les Smad2 et 3, recrutés par SARA, et propagent le signal (Tsukazaki, Chiang et 
al. 1998; Di Guglielmo, Le Roy et al. 2003). A l’inverse, lorsque les récepteurs sont dirigés 
vers les rafts lipidiques, ils sont conduits à la dégradation. Dans ces rafts lipidiques, les 
récepteurs interagissent avec les complexes Smad7/Smurf2 qui s’associent à ces domaines via 
le domaine C2 de Smurf2. Les récepteurs associés aux complexes Smad7/Smurf2 sont alors 
internalisés dans les vésicules à cavéoline-1, conduisant à l’ubiquitination du récepteur, suivi 
de sa dégradation par le protéasome. Lorsque l’une des routes est stimulée ou interférée, 
l’autre voie est respectivement inhibée ou favorisée, suggérant que ce processus est finement 
régulé et dynamique. Certains types cellulaires déficients en caveoline-1 sont cependant 
capables de dégrader les récepteurs du TGF via la voie dépendante des clathrines (Mitchell, 
Choudhury et al. 2004). De plus, il a été montré récemment que les vésicules positives pour la 
cavéoline-1 étaient le site d’une signalisation TGF/ALK1 et non de dégradation (Santibanez, 
Blanco et al. 2008). Ainsi, la régulation du trafic des récepteurs au TGF est dépendant du 
type cellulaire. Tout comme les Smurfs, les ubiquitine ligases Tiul1 et NEDD4-2 peuvent 
s’associer à Smad7 et favoriser la dégradation des récepteurs au TGF activés (Seo, 
Lallemand et al. 2004; Kuratomi, Komuro et al. 2005) (figure 32). 
D’autres mécanismes d’inhibition de l’activité des récepteurs ont été décrits, tels que la 
présence de protéines régulatrices associées aux récepteurs comme BAMBI (voir 1.2), mais 
aussi la déphosphorylation des récepteurs. Par exemple, Smad7 est capable de recruter un 
complexe de phosphatase, GADD34 et PP1c, déphosphorylant et ainsi désactivant les TRI. 
SARA semble favoriser ce complexe (Shi, Sun et al. 2004; Valdimarsdottir, Goumans et al. 
2006). De façon similaire, il a été montré que la phosphatase PP1 était recrutée sur ALK1via 




Smad7 dans les cellules endothéliales afin de contrôler la durée de la phosphorylation des 
Smads 1 et 5 par TGF/ALK1. 
 
 
Figure 32 : Différentes voies d’endocytose des récepteurs au TGF. La liaison du TGF sur ces 
complexes de récepteurs induit leur endocytose par 2 voies possibles. L’une des voies est dépendante 
de la clathrine et conduit à la transduction du signal dans les endosomes précoces enrichis de SARA. 
Tandis que l’autre voie implique les rafts lipidiques où peuvent s’associer les complexes 
Smad7/Smurf2 qui conduit à l’endocytose des complexes de signalisation dans les vésicules 




2. Physiopathologie vasculaire du TGF. 
Les différents membres de la superfamille des TGF ont des effets pléiotropes qui leurs sont 
propres, mais ils possèdent tous la capacité d’intervenir dans 3 processus fondamentaux dans 
la physiologie de l’organisme : la croissance et la différenciation cellulaire, la régulation de 
l’inflammation et de l’immunité, la cicatrisation et la réparation tissulaire. 
L’ensemble des travaux au cours de ma thèse présentent les effets du TGF1 sur les cellules 
endothéliales, c’est pourquoi, dans cette partie, nous exposerons uniquement les effets 
physiopathologique du TGF1 dans le système vasculaire, (référé comme TGF). 




2. 1.  Physiologie vasculaire du TGF. 
Le TGF, en tant que morphogène, joue un rôle incontesté dans l’embryogénèse, en 
particulier dans le développement vasculaire. Chez l’adulte, il participe au maintien de 
l’homéostasie du réseau vasculaire. Des études génétiques chez la souris par invalidation de 
gènes du TGF ou des acteurs de ses voies de signalisation ont largement contribuées à 
démontrer le rôle essentiel du TGF dans le système vasculaire. 
 Etudes génétiques chez la souris. 
Les études in vivo sur la perte des composants de la signalisation du TGF conduisent tous à 
des malformations du plexus primitif vasculaire et sont à l’origine d’une perte de l’intégrité 
vasculaire causée soit par la formation de capillaires anormaux ou encore par la 
différenciation et/ou le recrutement des cellules murales inefficaces (figure 33). 
L’invalidation du gène codant pour le TGF engendre des phénotypes plus ou moins sévères 
suivant le fond génétique utilisé. Par exemple, les premières études suggéraient que le TGF 
était nécessaire uniquement après la naissance, car les embryons se développaient 
normalement et arrivaient à terme, malgré des malformations cardiaques sévères. Cependant, 
3 à 4 semaines après la naissance, les souris présentaient une infiltration massive et généralisé 
de cellules inflammatoires conduisant à la dégénérescence de nombreux organes, entraînant 
une issue fatale (Shull, Ormsby et al. 1992; Kulkarni, Huh et al. 1993). Ces études ont permis 
de mettre en évidence l’implication du TGF dans la maintenance de l’état basal anti-
inflammatoire de l’endothélium. Il a été montré par la suite, que ces embryons se 
développaient normalement car le déficit en TGF était comblé par celui de la mère durant la 
vie embryonnaire et au cours de la lactation (Letterio, Geiser et al. 1994). A l’inverse, chez 
des souris de fond génétique C57BL/6 KO pour le TGF, 99% des embryons meurent en 
raison de défauts de la préimplantation (Kallapur, Ormsby et al. 1999). Les études qui ont 
permis de révéler l’importance de TGF dans le système vasculaire ont été réalisées grâce au 
croisement entre le fond génétique 129xNIH/Ola et C57BL/6 déficientes pour un allèle du 
TGF. Dans ce cas, la mortalité intervient chez 50% des homozygotes et 25% des 
hétérozygotes après 10,5 jours de gestations, causée par des défauts de vascularisation du sac 




vitellin et un défaut de l’hématopoïèse. Les précurseurs du mésoderme se différencient en 
cellule endothéliale, mais celles-ci présentent un défaut dans la différenciation terminale. Il en 
résulte une formation défectueuse des tubes endothéliaux, avec une altération des contacts 
cellules-cellules des cellules endothéliales, une maturation inachevée des vaisseaux dû à un 
défaut de recrutement des cellules murales. Les vaisseaux sont alors fragilisés, ayant pour 
conséquence une fuite des cellules endothéliales dans le sac vitellin (Dickson, Martin et al. 
1995). 
Les études génétiques sur les souris dont le gène codant pour le TRII a été invalidé, ou chez 
des embryons surexprimant un dominant négatif du TRII dans le mésoderme 
extraembryonnaire, montrent des défauts identiques aux souris dont le gène du TGF a été 
invalidé, soit un défaut du remodelage du plexus primaire vasculaire en un réseau vasculaire 
adéquat. Il a également été observé chez ces embryons, une diminution du marquage de la 
fibronectine entre les territoires mésodermiques et ectodermiques viscérales du sa vitellin 
(Oshima, Oshima et al. 1996; Goumans, Zwijsen et al. 1999). De la même façon, les souris 
déficientes pour le TRI, ALK5 meurent au jour 10,5 en raisons de défauts sévères dans le 
développement vasculaire du sac vitellin et du placenta. In vitro, les cellules endothéliales 
isolées des embryons déficients pour ALK5 présentent une augmentation de la prolifération, 
un défaut de la migration et une diminution de la production de fibronectine (Larsson, 
Goumans et al. 2001). 
Les cellules endothéliales expriment également ALK1, un autre récepteur de type I pour le 
TGF mais aussi pour le BMP9 et BMP10. L’expression de ce récepteur est plus spécifique 
des cellules endothéliales. L’invalidation du gène codant pour ALK1 est létale pour les 
embryons, au stade 11,5. Au jour 8,5, les embryons ne présentent pas de phénotypes 
distinguables des souris sauvages, mais développent des défauts à partir du jour 9,5. Le 
développement de la partie postérieure de l’embryon est anormal, des amas de cellules 
sanguines se forment. De plus, le sac vitellin ne présente pas de vaisseaux mâtures, les 
vaisseaux sont hyperdilatés. Les embryons présentent des réseaux capillaires souvent 
fusionnés et une dilatation des gros vaisseaux, ce qui peut être expliqué par la présence élevée 
du niveau d’expression de VEFG, D’Ang2 et d’uPA chez ces embryons. Enfin, il est observé 
un défaut sur la différenciation des cellules musculaires lisses et de localisation au niveau de 
la région périvasculaire, autour de l’endothélium (Oh, Seki et al. 2000). L’équipe de Paul Oh 




a par la suite développé un modèle de souris hétérozygotes pour ALK1, qui arrivent à termes 
mais développent des défauts vasculaires comparables à ceux retrouvés dans la maladie de la 
HHT de type 2, et en font ainsi un bon modèle d’étude (Hereditary Hemorrhagic  
Telangiectasia) que nous exposerons dans un prochain paragraphe (Srinivasan, Hanes et al. 
2003). 
L’endogline, un co-récepteur important dans la régulation de la balance entre ALK1 et ALK5, 
mais aussi dans la modulation de la signalisation BMP9 et BMP10, est également important 
dans le système vasculaire. Les souris déficientes pour le gène codant pour l’endogline 
meurent aussi au jour 11,5 et ont un phénotype très similaire à celui des souris déficientes en 
ALK1. De la même façon, les défauts apparaissent au jour 9,5 avec des défauts semblables à 
ceux des souris ALK1 -/- dans la formation d’un réseau vasculaire dans le sac vitellin et chez 
l’embryon, et un défaut majeur dans le développement et la localisation des cellules 
musculaires lisses. Les vaisseaux sont fragilisés et les embryons présentent de nombreuses 
hémorragies. Le défaut dans la différenciation des cellules murales précède celui du 
remodelage vasculaire. De la même façon, les souris hétérozygotes pour l’endogline 
représente un bon modèle pour la HHT de type 1 (Bourdeau, Dumont et al. 1999; Li, 
Sorensen et al. 1999; Arthur, Ure et al. 2000). 
Les souris déficientes pour les Smads 1, 2 ou 4 développent les mêmes types d’anormalités 
vasculaires et meurent au jour 9,5. D’autres modèles d’invalidation de gènes pour des acteurs 
de la signalisation TGF génèrent des phénotypes létaux similaires à ceux décrits ci-dessus. 
Ainsi, l’invalidation du gène TAK1 génère un phénotype semblable au phénotype des souris 
ALK1 -/- (Jadrich, O'Connor et al. 2006). Les souris déficientes pour les intégrines v6 ou 
v8 impliquées dans l’activation du TGF latent, présentent le même phénotype des les 
souris TGF -/-. (Yang, Mu et al. 2007).  
L’ensemble de ces données révèlent l’importance du TGF à la fois sur les cellules 
endothéliales, mais aussi sur son importance dans la différenciation et le recrutement des 
cellules murales et leur interaction avec les cellules endothéliales. 






Figure 33 : Phénotypes des souris déficientes pour les différents composants de la voie de 
signalisation du TGF (Lebrin, Deckers et al. 2005). 
 
 Rôle du TGF sur la régulation de la cellule endothéliale. 
De par la présence de 2 TRI à la surface des cellules endothéliales, ALK5 et ALK1, et parce 
que le TGF régule l’expression de ces récepteurs, il est proposé que le TGF a un effet 
biphasique, régulant l’état d’activation de la cellule endothéliale, notamment dans les modèles 
d’angiogénèse (Oh, Seki et al. 2000; Goumans, Valdimarsdottir et al. 2002). Alors qu’ALK5 
est ubiquitaire, l’expression d’ALK1 est plus spécifique des cellules endothéliales. Son 
expression est très forte chez l’embryon, faible chez l’adutle sauf dans le poumon, mais 
réinduite dans certaines situations telles l’angiogénèse, le remodelage vasculaire lors 
d’occlusion, ou encore au niveau des régions sujettes à l’athérosclérose (Roelen, van Rooijen 
et al. 1997; Korff, Aufgebauer et al. 2007). 
La signalisation TGF/ ALK5 induit la phosphorylation des Smad2/3 alors que TGF/ALK1 
induit la phosphorylation des Smad1/5. Cependant, il a été montré que l’activité kinase de 
ALK5 était nécessaire à la signalisation TGF/ALK1/Smad1/5. Ces 2 types de signalisations 




induites par le TGF semblent avoir des effets distincts et opposés sur l’état de la cellule 
endothéliale. Ainsi, certaines études indiquent que ALK5 favorise la maturation (ou 
quiescence) de la cellule endothéliale. L’utilisation d’un mutant ALK5 constitutivement actif 
dans les HUVECs montre que ce récepteur induit, entre autres, l’expression de PAI-1, un 
inhibiteur de la migration des cellules endothéliales, et l’expression de marqueurs de 
différenciation des cellules murales, tels que SM22a (Ota, Fujii et al. 2002). De plus, des 
études in vitro indiquent que ALK5 favorise l’accumulation de protéines de la MEC, inhibe la 
migration et la prolifération des cellules endothéliales, ainsi que la formation de tubes 
endothéliaux (Goumans, Valdimarsdottir et al. 2002; Goumans, Valdimarsdottir et al. 2003). 
A l’inverse, la signalisation TGF/ALK1 semble être impliquée dans la phase d’activation de 
la cellule endothéliale. ALK1 augmente l’expression de gènes tels p21, un inhibiteur des 
CDKs et donc du cycle cellulaire ou encore de c-myc, suggérant que ALK1 a des effets 
mitogènes sur les cellules endothéliales. Une autre cible identifiée pour être régulée par ALK1 
est Id1 (Ota, Fujii et al. 2002), dont les différentes études génétiques chez la souris ont révélé 
son importance dans la prolifération et l’invasion des cellules endothéliales (Lyden, Young et 
al. 1999). L’expression d’inhibiteurs de Id1 inhibent la migration et la formation de tubes 
endothéliaux induites par ALK1 (Goumans, Valdimarsdottir et al. 2002; Goumans, 
Valdimarsdottir et al. 2003) (figure 34).  
Cependant, les effets de ALK1 sur la phase d’activation des cellules endothéliales restent 
encore aujourd’hui controversés (Oh, Seki et al. 2000; Lamouille, Mallet et al. 2002; Mallet, 
Vittet et al. 2006; Park, Lee et al. 2008) (figure 34). Les travaux de l’équipe de Sabine Bailly 
(Lamouille, Mallet et al. 2002), réalisés sur des cellules in vitro, indiquent que la 
surexpression d’une forme constitutivement active de ALK1 inhibe la prolifération et la 
migration des cellules endothéliales. Ces résultats sont opposés à ceux des travaux de MJ 
Goumans, réalisés avec le même type d’approche (Goumans, Valdimarsdottir et al. 2002). De 
plus, l’étude des souris ALK1 -/- montre des défauts vasculaires sévères conduisant à la mort 
des embryons en milieu de gestation. Ces défauts sont caractérisés par une fusion excessive 
des plexus capillaires et une hyperdilatation des gros vaisseaux et sont associés à une 
augmentation de l’expression de certains facteurs angiogéniques et de protéases, mais aussi 
par un défaut de recrutement des cellules murales. Ces observations ont amené l’équipe de SP 
Oh à suggérer que ALK1 serait impliqué dans la phase de maturation, alors que ALK5 serait 
plutôt engagé dans la phase d’activation de la cellule endothéliale (Oh, Seki et al. 2000; Seki, 




Yun et al. 2003). Cependant, cette même équipe a montré récemment que ALK1 serait 
exprimé de façon prépondérante dans la cellule endothéliale, alors que ALK5 serait plutôt 
exprimé dans les cellules musculaires lisses durant le développement (Seki, Hong et al. 2006). 
L’utilisation de souris « knock-in » conditionnels et spécifiques de la cellule endothéliale, a 
révélé que les « knock-in » de ALK5 et du TRII n’entrainent pas de défauts vasculaires 
majeurs, contrairement au « knock-in » de ALK1 dont le phénotype mime celui de la HHT2 
(Park, Lee et al. 2008). Or, ces résultats sont en désaccords avec une étude précédente, 
réalisée avec un promoteur spécifique de la cellule endothéliale différent, situation dans 
laquelle le « knock-in » de ALK5 entraine des défauts vasculaires sévères, assimilables à ceux 
rencontrés chez les embryons KO pour ALK5 (Carvalho, Itoh et al. 2007). Ainsi, l’ensemble 
de ces données suggèrent que la signalisation TGF/ALK1 et TGF/ALK5 dans la cellule 
endothéliale n’existerait que dans des conditions particulières. 
Cependant, comme exposé précédemment (1. Transduction du signal), la signalisation TGF 
est complexe, dépendante de l’environnement cellulaire, du type cellulaire et du stade de 
développement. Il n’est ainsi pas surprenant de voir des effets opposés suite à l’activation 
d’un même complexe de récepteurs (figure 34). 
Enfin, d’autres ligands pour ALK1 ont récemment été identifiés, BMP9 et BMP10, dont 
l’affinité pour ALK1 est bien supérieure à celle du TGF pour ALK1. Cette différence 
d’affinité est classiquement observé dans la signalisation de la sous-famille des TGFs et des 
BMPs, où il est connu que les membres TGF lient préférentiellement le récepteur de type II, 
alors que les membres BMP lient préférentiellement le récepteur de type I. Cependant, il a été 
montré que le BMP9 était capable de lier ALK1 avec une affinité bien supérieure à celle 
classiquement observé pour les BMP envers leur récepteur de type I. Des études ont permis de 
caractériser BMP9 et BMP10 comme facteurs de quiescence et inhibent ainsi la migration des 
cellules endothéliales et l’angiogénèse en réponse au VEGF (David, Mallet et al. 2007; David, 
Mallet et al. 2008). 
L’endogline, co-récepteur du TGF, module la balance entre ALK1 et ALK5. Elle semble 
nécessaire à une signalisation TGF/ALK1 optimale, et inhibe indirectement la signalisation 
TGF/ALK5 (Lebrin, Goumans et al. 2004). Les cellules endothéliales dérivées de souris 
déficientes pour l’endogline sont incapables de proliférer et leur migration est inhibée. Ces 




observations sont corrélées à une signalisation TGF/ALK1 défectueuse, en parallèle d’une 
augmentation de la signalisation TGF/ALK5 (Lebrin, Goumans et al. 2004; Jerkic, 
Rodriguez-Barbero et al. 2006). Récemment, une forme soluble de l’endogline a été décrite 
pour entrer en compétition avec le TGF sur le récepteur, à l’origine d’une diminution de la 
signalisation ALK5 (Venkatesha, Toporsian et al. 2006). De plus, il existe 2 formes 
d’endogline, une forme longue (L) et courte (S) induisant respectivement des effets pro ou 
anti-angiogéniques (Perez-Gomez, Eleno et al. 2005). La forme L, la plus abondante, est celle 
décrite pour favoriser la signalisation TGF/ALK1, alors que la forme S a récemment été 
décrite pour être exprimée dans les cellules endothéliales sénescentes et favorise 
préférentiellement la signalisation TGF/ALK5 (Blanco, Grande et al. 2008; Velasco, 
Alvarez-Munoz et al. 2008). 
 
 
Figure 34 : Différentes versions de la balance de la signalisation TGF/ALK5, TGF/ALK1 et 
BMP9/ALK1 dans la régulation de la cellule endothéliale (Park, Lee et al. 2008). 
 
2. 2.  Quelques exemples de pathologies vasculaires associées au TGF. 
Le TGF est ainsi un acteur important dans le maintien de l’intégrité vasculaire, où il a la 
capacité d’influencer la migration, la prolifération cellulaire, l’accumulation de MEC ou 
encore l’invasion. Le TGF est par conséquent impliqué dans de nombreuses pathologies 
cardiovasculaires. Nous donnerons ici quelques exemples clés de pathologies vasculaires 
associées au TGF. 
 




 La Télangiectase Hémorragique Héréditaire (HHT). 
La HHT, connue aussi sous le nom de maladie d’Osler-Weber-Rendu, est une maladie rare 
vasculaire génétique à caractère autosomal dominant, avec une incidence de 1 pour 10 000 et 
une pénétrance variable entre les individus. Cette pathologie de dysplasie vasculaire se 
manifeste essentiellement par des épistaxis fréquentes, des télangiectasies cutanées et des 
muqueuses associées à des hémorragies sous-cutanées, caractérisées par des dilatations 
localisées de veinules post-capillaires, et des malformations artérioveineuses (AVM), où les 
artères fusionnent directement avec les veines sans intervention de capillaires.  De plus, les 
patients présentent des hémorragies au niveau gastro-intestinal et hépatique, et développent 
régulièrement des hypertensions pulmonaires primaires (Abdalla and Letarte 2006; 
Fernandez, Sanz-Rodriguez et al. 2006).  
Il existe 2 principaux types de HHT, la HHT1 liée à une mutation sur le gène codant pour 
l’endogline (Arthur, Ure et al. 2000), et la HHT2 (Johnson, Berg et al. 1996), liée à une 
mutation sur le gène codant pour ALK1, ces 2 types de HHT comptant 80% des patients 
atteints. Ces 2 types de HHT sont difficilement différenciables d’un point de vue cliniques, 
indiquant que ALK1 et l’endogline agissent dans des voies de signalisation communes (voir 
plus haut). Cependant, la HHT1 présente une incidence de AVM hépatiques, pulmonaires et 
cérébrales plus élevée ; alors que la HHT2 présente une pénétrance plus faible et des 
implications hépatiques plus sévères (Abdalla and Letarte 2006; Fernandez, Sanz-Rodriguez 
et al. 2006; Sabba, Pasculli et al. 2007).  La plupart des mutations identifiées pour l’endogline 
ou ALK1 chez les patients atteints de HHT, conduisent à l’inactivation des récepteurs et une 
réduction de leur localisation à la membrane, la maladie étant ainsi en générale la 
conséquence d’une haploinsuffisance. Parmi les mutations caractérisées pour l’endogline, 
toutes sont présentes sur domaine extracellulaire, et résultent en une protéine mutée ou 
tronquée, réduisant la présence de l’endogline à la surface des cellules endothéliales (Abdalla 
and Letarte 2006). Les mutations identifiées pour ALK1 sont des mutations non-sens ou 
entraînant une forme tronquée du domaine cytoplasmique, à l’origine d’une forme repliée ou 
instable du récepteur (Howe, Sayed et al. 2004).  
Supportant le modèle d’haploinsuffisance de la pathologie, les modèles de souris qui ont été 
développées, hétérozygotes pour l’endogline (Bourdeau, Faughnan et al. 2000) ou pour 




ALK1(Srinivasan, Hanes et al. 2003), présentent les mêmes symptômes et manifestations 
cliniques et représentent ainsi de bons modèles d’études pour la HHT1 et la HHT2 
respectivement.  
 L’athérosclérose. 
L’athérosclérose est la première cause de mortalité dans les pays industrialisés. C’est une 
pathologie complexe, impliquant la dysfonction endothéliale, la dédifférenciation et la 
prolifération des cellules musculaires lisses, l’inflammation vasculaire, l’accumulation de 
lipides, de cholestérol et de débris dans l’intima des moyens et des gros vaisseaux. 
L’ensemble de ces processus résulte en la formation d’une plaque, qui après déstabilisation ou 
rupture peut conduire à la formation d’un thrombus et ainsi à l’obstruction de la lumière du 
vaisseau (Virmani, Kolodgie et al. 2000; Libby 2001).  
Le TGF et ses récepteurs sont exprimés par les cellules endothéliales, les cellules 
musculaires lisses, les macrophages et les lymphocytes T au niveau des sites de lésions 
d’athérosclérose chez l’homme (Bobik, Agrotis et al. 1999). Le rôle de la signalisation du 
TGF dans l’athérosclérose est controversé, les études suggérant un rôle tantôt 
athéroprotecteur, tantôt pro-athérosclérotique.  
Les effets protecteurs du TGF dans l’athérosclérose sont les mieux décrits. Dans certains 
modèles cellulaires, le TGF inhibe la prolifération, la migration, stimule l’apoptose des 
cellules endothéliales et des cellules musculaires lisses, et inhibe le système immunitaire. 
L’ensemble de ces effets sont attendus pour inhiber l’athérosclérose. De plus, il a été montré 
que le TGF stabilise la rupture des plaques en induisant la synthèse de collagène favorisant 
la formation d’une chape fibreuse de collagène (Cipollone, Fazia et al. 2004). Les cellules 
musculaires lisses isolées de patients humains atteints d’athérosclérose, présentent des 
mutations et/ou une diminution du niveau d’expression du TRII, les rendant ainsi résistantes 
à l’effet antiprolifératif du TGF (McCaffrey, Consigli et al. 1995; McCaffrey, Du et al. 
1997). Dans des modèles d’athérosclérose de souris, bloquer la signalisation du TGF par 
l’utilisation de TRII soluble  et compétitif (Lutgens, Gijbels et al. 2002), par l’utilisation 
d’anticorps neutralisant le TGF (Mallat, Gojova et al. 2001), ou encore en diminuant le 




niveau de TGF circulant  (Grainger, Mosedale et al. 2000) suffit à favoriser la progression de  
l’athérosclérose. A l’inverse, augmenter indirectement le niveau de TGF avec le Tamoxifen 
(Grainger, Witchell et al. 1995) ou délivrer du TGF actif chez les souris atteintes (Li, Liu et 
al. 2006) protège du développement de la maladie. 
Cependant, d’autres études indiquent un effet pro-athérosclérotique du TGF. Par exemple, il 
a été montré que le TGF stimule la migration et la prolifération des cellules musculaires 
lisses (Assoian and Sporn 1986). De plus, certaines études sur des modèles animaux, montrent 
que le TGF, dont l’expression est augmentée après lésion de la paroi vasculaire, est associé à 
la formation d’une néo-intima (Majesky, Lindner et al. 1991; Nikol, Isner et al. 1992), et 
inhiber l’activation du TGF conduit à la suppression du développement de la néo-intima 
(Smith, Bryant et al. 1999). Le TGF pourrait contribuer à l’accumulation de lipoprotéines 
dans les vaisseaux en stimulant la synthèse de protéoglycanes par les CML, qui lient avec une 
forte avidité les lipoprotéines. Enfin, dans la phase d’inflammation, le TGF stimule la 
différenciation des monocytes en macrophages (Kalinina, Agrotis et al. 2002) 
Les études contradictoires sur l’effet du TGF dans le développement de la pathologie 
montrent encore une fois la complexité des propriétés du TGF, suggérant l’existence d’une 
fine balance dans la signalisation du TGF qui déterminerait le développement et la 
progression de la maladie. 
 Anévrisme et dissection aortiques. 
Les anévrismes et dissections aortiques héréditaires sont souvent associés à une dérégulation 
de la signalisation du TGF, dont voici quelques exemples. 
Le syndrome de Marfan est une pathologie héréditaire autosomale dominante des tissus 
conjonctifs. Une de ses complications majeures est le développement d’anévrismes et de 
dissections aortiques. Le syndrome de Marfan est lié à une mutation sur une protéine de la 
matrice extracellulaire : la fibrilline-1. La fibrilline se polymérise en microfibrilles, servant 
entre autre à stabiliser le TGF latent, le maintenant ainsi dans une forme biologiquement 
inactive (Dean 2007; LeMaire, Pannu et al. 2007). Les études chez les souris déficientes en 




fibrilline-1 montrent une augmentation de TGF actif dans les tissus comparativement aux 
cellules contrôles, associée à une exacerbation de la signalisation TGF (Neptune, 
Frischmeyer et al. 2003). Cependant, un second type de syndrome de marfan (MFS2) a été 
identifié et associé à des mutations sur le TRII, conduisant à un récepteur dont l’activité 
kinase est inefficace, diminuant la signalisation du TGF (Mizuguchi, Collod-Beroud et al. 
2004). 
Des mutations sur le TRI et le TRII ont récemment été décrites dans une nouvelle forme 
d’anévrisme aortique, appelé syndrome aortique de Loeys-Dietz (Loeys, Chen et al. 2005). 
Bien que les mutations sur les TRI et TRII se situent sur le domaine kinase, les vaisseaux 
aortiques des patients présentent, de façon paradoxale, une signalisation du TGF  augmentée, 
suggérant que ces mutations sont associées à des gains de fonctions du récepteur ou qu’il 
existe des mécanismes de compensations (Loeys, Chen et al. 2005).  
Ainsi, les anévrismes aortiques présentés ici témoignent d’une dérégulation de la signalisation 
du TGF, bien que tous les mécanismes ne soient pas encore très clairs. 
 
2. 3.  La Transition Endothéliale Mésenchymateuse (EndoMT). 
Le TGF est l’un des facteurs les plus étudié dans la Transition Epithéliale Mésenchymateuse 
(EMT). L’EMT est bien caractérisé dans les cellules épithéliales et est nécessaire pendant le 
développement embryonnaire, la progression métastatique des cancers ou encore lors de la 
réparation tissulaire. L’EMT est un processus complexe caractérisé par la perte des contacts 
cellules/cellules et cellules/MEC, des remodelages du cytosquelette d’actine, des régulations 
transriptionnelles, la dégradation de la MEC. L’ensemble conduit à la transition d’un 
phénotype caractérisé par des cellules épithéliales polarisées vers un phénotype dans lequel 
les cellules présentent une morphologie allongée, de type fibroblastoide, appelé phénotype 
mésenchymateux. Les cellules acquièrent alors des capacité migratoires et invasives (Zavadil 
and Bottinger 2005). 




L’EndoMT est souvent présentée comme un cas particulier de l’EMT, appliqué aux cellules 
endothéliales, dans les 2 cas, les cellules acquièrent un phénotype mésenchymateux. Le TGF 
est également un facteur clé dans la régulation de l’EndoMT (Arciniegas, Servin et al. 1989; 
Arciniegas, Ponce et al. 2000; Arciniegas, Neves et al. 2005). L’EndoMT a été observée la 
première fois dans des études sur le développement embryonnaire cardiaque, bien qu’à ce 
moment, le terme d’EndoMT ne soit pas encore attribué comme tel (Markwald, Fitzharris et 
al. 1975). 
 Mécanismes de l’EndoMT 
L’EndoMT se caractérise aussi par la perte des contacts cellules-cellules, associé à la perte 
d’expression de certains marqueurs des jonctions endothéliales tels la VE-Cadhérine ou le 
CD31. En parallèle, les cellules endothéliales activent l’expression de certains gènes 
permettant de réprimer l’expression de ces molécules de jonctions, tels Snail1, Snail2, SIP1, 
marqueurs bien caractérisés dans l’EMT. Certaines études montrent en effet que l’utilisation 
de siRNA dirigés contre Snail1 abolit l’induction de L’EndoMT en réponse au TGF, 
démontrant l’importance de Snail1 dans ce processus. De plus, la surexpression de Snail1, 
malgré la présence d’inhibiteurs pharmacologiques du TRI, suffit à induire l’EndoMT 
(Kokudo, Suzuki et al. 2008). Suite à la perte des jonctions, les cellules acquièrent un 
phénotype migratoire, modifiant leurs interactions avec la MEC et le remodelage du 
cytosquelette, mécanismes auxquels la voie ROCK semble participer, notamment en 
modulant les forces de traction qui augmentent la migration des cellules endothéliales (Zhao 
and Rivkees 2004; Sakabe, Ikeda et al. 2006). Puis les cellules envahissent les tissus 
environnants, processus qui nécessite la dégradation de la MEC grâce aux enzymes 
protéolytiques. Il est  montré que la MMP2 est nécessaire pour les étapes d’initiation du 
phénotype mésenchymateux, mais aussi pour l’invasion de ces cellules mésenchymateuses 
durant l’EndoMT lors du développement cardiaque, en particulier de part les propriétés de 
MMP2 à dégrader le collagène IV (Song, Jackson et al. 2000). D’autres protéases ont été 
décrites dans les mécanismes de migration et d’invasion durant l’EndoMT, comme le système 
uPAR-uPA (McGuire and Orkin 1992), la thrombine (Nelken, Soifer et al. 1992). Les cellules 
endothéliales qui ont acquis ces propriétés de migration et d’invasion, ainsi qu’un phénotype 
mésenchymateux, commencent à exprimer des marqueurs mésenchymateux tels FSP-1 ou 
l’actine SM, mais continuent à exprimer certains marqueurs endothéliaux, pour les perdre 




définitivement dans les étapes finales du processus. Des études supplémentaires sont 
nécessaires afin de mieux comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans les 
différentes étapes de l’EndoMT (figure 35). 
 
Figure 35 : Etapes de l’EndoMT. (A) L’EndoMT est initiée à partir de signaux inflammatoires tels le 
TGF, issus des tissus environnants ou encore des fibroblastes présents ; ou en réponse à des lésions 
subits par l’endothélium. (B-C) Les cellules endothéliales acquièrent perdent leurs contacts 
cellules/cellules, acquièrent un phénotype migratoire et envahissent les tissus environnants. A ce stade, 
elles commencent à exprimer des marqueurs mésenchymateux, mais expriment encore certains 
marqueurs endothéliaux. (D) Dans les étapes finales, les cellules perdent définitivement leurs 
marqueurs endothéliaux. Ces cellules dérivées de l’EndoMT contribuent à la population des 
fibroblastes locaux et sont donc ainsi capable de secréter divers facteurs, tels le TGF (Potenta, 
Zeisberg et al. 2008). 
 
 L’EndoMT dans le développement et les pathologies vasculaires. 
De nombreuses études décrivent clairement le rôle de l’EndoMT dans le développement 
cardiaque. Dans ce contexte, il est montré que les cellules de l’endocarde tapissant le tube du 
cœur primitif, qui expriment initialement un phénotype endothélial (VE-Cadhérine, Tie-1/2, 
VEGFR 1/2, CD31), acquièrent un phénotype mésenchymateux pour envahir les tissus 
environnants, où ces cellules participent à la formation des valves et du septum du cœur 
adulte (Eisenberg and Markwald 1995; Armstrong and Bischoff 2004). En plus de son rôle 
dans le développement cardiaque, plusieurs groupes ont mis en évidence que l’EndoMT est 
nécessaire au développement vasculaire. Il est ainsi montré que l’EndoMT participe au 
développement de l’artère pulmonaire et de l’aorte, où les cellules musculaires lisses qui 
s’organisent en multicouches, proviennent en partie des cellules endothéliales qui ont subit 




l’EndoMT (Arciniegas, Servin et al. 1989; Hall, Gorenflo et al. 2000; Hall, Hislop et al. 2002; 
Arciniegas, Neves et al. 2005).  
Des études récentes indiquent que l’EndoMT est un processus qui apparaît dans des 
pathologies telles le cancer ou encore l’athérosclérose. Dans les cancers, l’EndoMT est 
maintenant reconnue comme une source potentielle de Fibroblastes Associés au Cancer 
(CAF) (Zeisberg, Potenta et al. 2007; Potenta, Zeisberg et al. 2008). Les CAFs, composants 
clés du stroma tumoral, facilitent la progression tumorale (Kalluri and Zeisberg 2006). Parmi 
ces CAFs, il est montré qu’environ 40% sont originaires des cellules endothéliales, qui 
coexpriment CD31 associée à FSP1 ou à l’actine SM. Des résultats similaires sont obtenus 
sur des tumeurs développées dans des souris transgéniques exprimant un gène rapporteur, qui 
permet aux cellules d’origine endothéliales d’exprimer LacZ. Dans l’athérosclérose, 
l’EndoMT semble participer à l’épaississement de la néo-intima (Beranek and Cavarocchi 
1990). 
 
IV- Les podosomes. 
 
1. Le cytosquelette d’actine 
 
1. 1. Généralités 
Le cytosquelette est un réseau complexe de filaments protéiques s’étendant dans tout le 
cytoplasme et organisant celui-ci, permettant aux cellules eucaryotes de s’adapter aux grandes 
variétés de changements morphologiques et d’effectuer des mouvements coordonnées. Nous 
nous focaliserons dans cette partie sur le cytosquelette d’actine, acteur essentiel de la 
formation du podosome. 
Le cytosquelette d’actine constitue un réseau de filaments dynamiques, capable de se former 
et se déformer en réponse à divers stimuli et l’activité intracellulaire. Les sous-unités 
monomériques de l’actine (G-actine), liées à l’ATP, se polymérisent en filaments d’actine (F-




actine), pour former une hélice serrée de 5 à 9 nm. Cette polymérisation est dite polaire, et 
définit 2 types d’extrémités sur les filaments d’actine : l’extrémité (+) où l’ajout de G-actine a 
toujours lieu, et l’extrémité (-) où la libération de la G-actine conduit à la dépolymérisation 
des filaments.  
 
La reconstitution in vitro de la polymérisation de l’actine a permis de mettre en évidence 3 
phases successives (Moreau and Way 1999). Elle débute par la phase la plus lente de 
nucléation, où des complexes de protéines vont permettre d’associer les sous-unités de G-
actine et servir ainsi d’amorce à la phase d’élongation des filaments. Cette phase de 
croissance du filament est très rapide au pôle (+), alors qu’elle est très lente au pôle (-). Après 
la polymérisation, une hydrolyse aléatoire de l’ATP a lieu, de laquelle résulte des monomères 
de G-actine liés à l’ADP. Ceux-ci sont piégés dans le polymère, mais ont tendance à se 
détacher du polymère aux extrémités des filaments. Les monomères d’actine ainsi libérés 
doivent être rechargés en ATP avant de rejoindre le filament. Enfin, on observe un état 
d’équilibre, où les monomères de G-actine s’associent et se dissocient sans augmenter la taille 
du filament. 
 
1. 2.  La nucléation 
 
In vivo, l’assemblage, la polarité et la localisation des filaments d’actine sont régulés par un 
grand nombre de protéines capables de se lier à l’actine. Ces protéines de liaison, connues 
sous le nom d’ABP (Actin Binding Protein), jouent un rôle important dans le contrôle de la 
polymérisation, la formation du réseau ou bien encore la liaison des filaments d’actine à la 
membrane cellulaire. 
L’étape de nucléation est la 1ère phase dans la polymérisation de l’actine. Les protéines NPFs 
(Nucleator Promoting Factor), permettent une polymérisation rapide des filaments. Il existe 2 
facteurs majeurs participant à cette étape de la polymérisation : les protéines WAVE/WASP 
(WASP family Verprolin homologous protein / Woskott-Aldrich Syndrome Protein) qui, une 
fois activées par les GTPases Rho, Rac1, Cdc42, interagissent avec le complexe Arp2/3 ou les 
formines (Jaffe and Hall 2005) (figure 36).  
Le complexe Arp2/3 lie un filament mère et initie la polymérisation d’un nouveau filament 
d’actine avec une orientation de 70° par rapport au filament mère. Il en résulte la formation 
d’un réseau dit branché. Dans les cellules eucaryotes, ce réseau est notamment impliqué en 




réponse à des stimuli migratoires dans la formation de protrusions membranaires telles que les 
lamellipodes, protrusions cytoplasmiques aplaties et larges, ou les filopodes, protrusions fines 
et cylindriques (Welch, DePace et al. 1997; Svitkina, Bulanova et al. 2003). Les filopodes, 
bien qu’initiés par un réseau branché, sont ensuite formés de filaments d’actine étroitement 
reliés de manière parallèle en faisceaux, grâce au recrutement de protéines telles que l’-
actinine ou la fascine (Svitkina, Bulanova et al. 2003). 
  
Les formines sont associées à la formation de nouveaux filaments, mais non branchés, tels 
que ceux que l’on retrouve au niveau des fibres de stress. Les formines, de faible affinité pour 
lier directement les monomères d’actine, interagissent avec la profiine, un co-facteur 
indispensable à une polymérisation rapide des filaments (Zigmond, Evangelista et al. 2003). 
 
Au niveau des lamellipodes de cellules comme les kératinocytes ou leucocytes, exhibant une 
migration rapide, l’addition continuelle de G-actine à l’extrémité (+) des filaments d’actine 
déplace le lamellipode et la membrane vers l’avant (Rottner et al., 1999; Borisy & Svitkina, 
2000; Geiger & Bershadsky, 2001). Dans des cellules plus stationnaires, à migration lente, 
comme les fibroblastes, les filaments de F-actine s’assemblent pour former des fibres de stress 
qui forment des lignes de tension entre les points d’ancrage à la MEC, les adhésions focales. 
Ces fibres de stress sont orientées avec leur extrémité + vers les adhésions focales et 
l’incorporation de la G-actine a donc lieu au niveau des adhésions focales (Watanabe et al., 
1999; Riveline et al., 2001) (figure 37). 
 
 
Figure 36 : Nucléation des filaments d’actine par WAVE/WASP et le complexe Arp2/3 (a) et les 
formines (b) (Jaffe and Hall 2005). 




1. 3.  Régulation de la polymérisation. 
 
La longueur des filaments est sensiblement constante dans la cellule, bien qu’en continuelle 
restructuration, donnant l’apparence d’un tapis roulant, mécanisme appelé « treadmilling ». 
Ce mécanisme est tout particulièrement mis en jeu au cours de la formation des protrusions 
membranaires afin de pousser la membrane plasmique (Pollard and Borisy 2003). 
 
De nombreuses protéines régulent la polymérisation des filaments. On retrouve certaines 
protéines capables de fixer les extrémités des filaments, appelées coiffes (ou « capping 
protein ») et permettent de stabiliser le filament. La tropomoduline, par exemple, se fixe au 
pôle (-), empêchant la G-actine liée à l’ADP de quitter le polymère pour éviter la 
dépolymérisation des filaments dans les cellules musculaires (Weber, Pennise et al. 1994). 
Mais ces protéines de coiffe, peuvent à l’inverse participer à limiter la polymérisation au pôle 
(+). On peut citer CapZ qui se fixe au pôle (+) et évite ainsi une croissance trop rapide du 
filament (Caldwell, Heiss et al. 1989). 
 
La gelsoline lie le polymère d’actine et est capable de créer une coupure du filament, à 
l’origine de sa dislocation. De plus, elle reste fixée à l’extrémité (+), évitant ainsi une 
repolymérisation du filament (Pollard and Cooper 1986). 
 
La cofiline, appartenant à la famille des ADFs (Actin Depolymerizing Factor), joue plusieurs 
rôles dans la polymérisation/dépolymérisation des filaments d’actine. Elle participe à leur 
désassemblage en liant et dissociant la G-actine liée à l’ADP à l’extrémité (-), et régénère de 
la G-actine libre (McGough, Pope et al. 1997). Elle peut aussi séquestrer les monomères 
d’actine, empêchant l’échange de l’ADP en ATP. Enfin, la cofiline est également capable de 
cliver les filaments d’actine, libérant de nouvelles extrémités (+) et donc à l’origine de 









Figure 37 : Cycle de polymérisation/dépolymérisation des filaments d’actine au niveau d’un 
lamellipode. (1, 2, 3, 4) : Activation du complexe Arp2/3 et initiation d’un réseau branché. (5, 6) : 
Polymérisation des filaments à l’extrémité (+) vers la membrane. (7) : Arrêt de la polymérisation. (8, 
9) : Dépolymérisation des filaments par la cofiline. (10, 11) : Liaison de la profiline aux monomères 
d’actine et catalyse de l’échange ADP/ATP, régénérant la disponibilité d’actine libre. (12) : Inhibition 
de la cofiline (Pollard and Borisy 2003). 
 
 
1. 4.  Les GTPases régulent la réorganisation des filaments d’actine. 
 
Les filaments d’actine permettent à la cellule de s’adapter morphologiquement en réponses à 
de nombreux facteurs tels que les cytokines, les forces de tensions, les contraintes mécaniques 
ou encore en réponse aux modifications de la MEC, et sont aussi impliqués dans la migration 
et l’invasion, qui nécessitent des réarrangements du cytosquelette d’actine. Comme exposé 
précédemment, le cytosquelette d’actine peut alors être réarrangé en réseau branché, en 
faisceaux parallèles ou encore en fibres de stress. Les GTPases de la famille Rho, notamment 
RhoA, Rac1 et Cdc42, ont une place centrale dans ces remaniements du cytosquelette 
d’actine. La 1ère mise en évidence du rôle de RhoA sur la régulation du cytosquelette d’actine 
à été réalisée par l’utilisation de la toxine bactérienne, l’exoenzyme C3 transférase, induisant 




la perte complète des fibres de stress (Aktories and Barbieri 2005). Puis l’utilisation de 
facteurs physiologiques stimulant ces GTPases, ou des mutants ont permis d’étudier 
l’implication de RhoA, Rac1 et Cdc42 sur les réarrangements du cytosquelette d’actine. Ainsi, 
la mutation ponctuelle de la glycine en valine en position 14 de la protéine RhoA (ou en 
position 12 et 61 pour Rac1 et Cdc42 respectivement), empêchent l’hydrolyse du GTP et rend 
ces GTPases constitutivement actives. Il a été ainsi montré que le LPA (acide 
lysophosphatidique) ou l’expression active de RhoA, V14RhoA, conduisent à la formation de 
fibres de stress associées à l’apparition de plaques d’adhérences focales (Ridley and Hall 
1992). L’utilisation du PDGF ou de l’insuline qui stimulent l’activité de Rac1, ou la forme 
active de Rac1, V12Rac1, suffisent à induire la formation de lamellipodes et des replis 
membranaires (ruffles) (Ridley and Hall 1992; Nobes and Hall 1995). Enfin, la bradykinine, 
capable d’activer Cdc42, et la forme active de Cdc42, V12Cdc42, entraînent la formation de 
filopodes (Kozma, Ahmed et al. 1995; Nobes and Hall 1995).  
 
2. Invadosome : structures de F-actine originales. 
Les structures d’actine typiquement associées aux cellules adhérentes sont les fibres de stress, 
en relation avec la MEC par les plaques focales d’adhérence et associées à un état figé des 
cellules. Les lamellipodes, les filopodes et renflements de la membrane plasmique (« ruffle ») 
sont associées aux cellules ayant une activité migratoire. En plus de ces structures bien 
caractérisées, certaines cellules présentent la caractéristique de former des podosomes, ou des 
structures apparentées nommées les invadopodes. Ces structures se retrouvent dans certaines 
des cellules adhérentes, et leurs confèrent la particularité de dégrader localement la MEC. 
Elles ont été regroupées sous le terme d’invadosomes ou PTA (Podosome Type Adhesion). 
 
2. 1.  Structure et régulation des invadosomes. 
Les podosomes ont été observés pour la 1
ère
 fois dans des fibroblastes transformés par le virus 
du Sarcome de Rous (David-Pfeuty and Singer 1980). Ils furent initialement appelés rosettes 
de part leur regroupement en anneau, puis podosomes en rapport avec leur morphologie et 
leur rôle supposé dans la migration (podo : pied). Les podosomes ont ensuite été décrits dans 
des types cellulaires normaux, non transformés : les cellules dendritiques immatures (Burns, 




Thrasher et al. 2001), les ostéoclastes (Marchisio, Cirillo et al. 1984) et les macrophages 
(Marchisio, Cirillo et al. 1987). Les podosomes des cellules transformées par ont été 
renommés invadopodes, une dénomination qui reflète leur puissante capacité à dégrader la 
MEC et donc associée au fort pouvoir invasif que présente les cellules qui les portent (Mueller 
and Chen 1991). Par la suite, les invadopodes ont été décrits dans certaines cellules tumorales 
à fort pouvoir invasif comme les cellules de mélanomes et de carcinomes mammaires, 
potentiellement porteuses d’oncogènes (Monsky, Lin et al. 1994; Yamaguchi, Pixley et al. 
2006). 
Les invadosomes sont des microdomaines situés au niveau de la membrane plasmique 
ventrale des cellules et constitués d’un cœur riche en F-actine, qui polymérise 
perpendiculairement au substrat. Ce cœur de F-actine est entouré d’un anneau 
juxtamembranaire composée de nombreuses protéines. Un grand nombre de protéines ont été 
détectées aux podosomes : des composants et des régulateurs du cytosquelette d’actine 
(WASP, Arp2/3, cortactine, gelsoline, paxiline, fimbrine), des kinases (c-Src, Csk, Pyk2 ou 
FAK suivant le type cellulaire), des protéines phosphorylées sur des tyrosines, des 
phosphatases (Shp-2, PTP-PEST), des intégrines (dont la nature dépend du type cellulaire) 
des RhoGTPases (RhoA, Cdc42). Elles forment un complexe qui relie les intégrines aux 
molécules du cœur d’actine (Linder and Aepfelbacher 2003; Buccione, Orth et al. 2004).   
Ces structures regroupent des composants structuraux et des protéines de signalisation 
communes aux adhérences focales, mais elles se distinguent de celle-ci par des marqueurs 
spécifiques tels que la gelsoline, le complexe Arp2/3, WASP/N-WASP, la cortactine, la 
dynamine2. Mais les invadosomes présentent surtout la caractéristique de posséder des 
protéases, telles que les MMPs, leur conférant la propriété de dégrader localement la MEC 
(figure 38).  Les expériences de vidéomicroscopie ont révélé que ces structures sont 
extrêmement dynamiques et sont le siège d’une polymérisation/dépolymérisation continuelle 
de filaments d’actine. La gelsoline jouerait un rôle dans ce cycle de 
polymérisation/dépolymérisation de l’actine au sein du podosome, dont la délétion chez la 
souris engendre des ostéoclastes dépourvus en podosomes (Chellaiah, Kizer et al. 2000).  





Figure 38 : Représentation schématique du podosome et de l’invadopode (Genot 2009). 
Plusieurs voies de signalisation contrôlent l’assemblage des invadosomes telles que les 
récepteurs de type tyrosine kinase, des tyrosines kinases « non-récepteurs » comme Src, des 
membres de la famille des PKC et des GTPases de la famille Rho. Dans les cellules Hela et 
les cellules leucémiques de rat, la surexpression de la forme constitutivement active de Cdc42 
induit la formation de structures ponctiformes d’actine similaires aux podosomes (Dutartre, 
Davoust et al. 1996; Castellano, Le Clainche et al. 2001), tandis qu’elle inhibe les podosomes 
dans les cellules dendritiques humaines en migration (Burns, Thrasher et al. 2001). Dans ce 
type cellulaire, il a été proposé que Cdc42 joue un rôle dans le recrutement des podosomes au 
front de migration. Dans le modèle des ostéoclastes, la surexpression d’un mutant 
constitutivement actif de Rho est également capable d’induire l’assemblage de novo des 
podosomes (Chellaiah, Soga et al. 2000), mais les désassemble dans un autre modèle de type 
ostéoclastes (Ory, Munari-Silem et al. 2000). Mais dans les 2 cas, l’inhibition de Rho 
s’oppose à la formation des podosomes, mais aussi dans les cellules dendritiques (Chellaiah, 
Soga et al. 2000; Ory, Munari-Silem et al. 2000).  
Une des caractéristiques des invadosomes est leur dépendance vis-à-vis de la famille des 
kinases Src. In vitro, les ostéoclastes issus de souris déplétées pour Src, forment des adhésions 
focales mais ne présentent pas de podosomes. La formation de ces structures peut être 




restaurée grâce à l’expression d’un mutant de la kinase Src dont le domaine kinase est inactif, 
mettant en évidence l’importance de la fonction adaptatrice de la protéine plutôt que son 
activité kinase (Sanjay, Houghton et al. 2001).  
 
2. 2.  Les podosomes des ostéoclastes et résorption osseuse. 
L’ostéoclaste est une cellule géante multinucléée issue de la différenciation et de la fusion de 
cellules dérivées de précurseurs de la lignée myélomonocytaire, également communs aux 
macrophages, aux cellules dendritiques. Leur fonction physiologique principale est de 
dégrader la matrice osseuse, constituée de collagène I associée à des composants minéralisés. 
L’os est un tissu en perpétuel renouvellement, et l’homéostasie osseuse dépend de l’équilibre 
entre la synthèse de matrice osseuse, assurée par les ostéoblastes ; et la résorption de celle-ci 
assurée par les ostéoclastes. La fonction de résorption dépend de l’organisation du 
cytosquelette d’actine en une large structure de F-actine, nommée zone de scellement (ou 
« sealing zone »). Cette structure permet l’adhésion de l’ostéoclaste sur le substrat minéral, 
délimitant une cavité où sont relarguées les protéases et les ions hydrogènes assurant la 
résorption de la matrice osseuse. In vitro, lorsque les ostéoclastes sont déposés sur verre ou 
sur une matrice de collagène I ou de fibronectine, les ostéoclastes ne forment pas une zone de 
scellement mais des podosomes. 
In vitro, la différenciation des ostéoclastes à partir de tissus hématopoïétiques de souris 
requiert 7 à 8 jours avant qu’ils ne soient capables de résorber la matrice osseuse. La fusion de 
précurseurs mononuclés s’effectue au bout de 4 à 5 jours. L’utilisation de la vidéomicroscopie 
a permis de mettre en évidence 3 organisations successives différentes de podosomes. Dans 
les étapes précoces de différenciation, les podosomes sont organisés en clusters dynamiques 
qui s’étendent rapidement vers une structure en anneau de courte durée de vie. Puis, au 
moment de la maturation, vers le jour 7, les ostéoclastes présentent une ceinture de 
podosomes stable à la périphérie de la cellule. L’évolution des clusters de podosomes peuvent 
évoluer naturellement en anneaux de podosomes, ces derniers représentant une organisation 
intermédiaire entre les clusters et la ceinture de podosomes. Les anneaux présentent un 
mouvement centrifuge du centre vers la périphérie (Destaing, Saltel et al. 2003) (figure 39). 





Figure 39 : Etapes de différenciations des ostéoclastes in vitro. (A) schémas d’un cluster de 
podosomes en vue de dessus. Le podosome est composé d’un cœur riche en F-actine contenant des 
activateurs de la polymérisation de l’actine, entouré d’un nuage d’actine qui concentre les protéines 
régulatrices et les protéines adaptatrices liant la structure aux intégrine. (B) Schémas d’une unité de 
podosome du cluster (encadré en A) en vue frontale, montrant l’agencement de la F-actine 
perpendiculairement au substrat. (C) Schémas des différentes structures d’actine observées durant la 
différenciation et l’activation de l’ostéoclaste (clusters, anneaux et ceinture de podosomes sur 
collagène I ; et zone de scellement sur apatite). (D) Images en microscopie à fluorescence des 
différentes structures schématisées en (C). (Jurdic, Saltel et al. 2006) 
Il a été postulé que la zone de scellement pouvait naître de la fusion et du réarrangement des 
podosomes. Cependant les podosomes n’ont pu être observés ni lorsque les ostéoclastes sont 
déposés sur une matrice minérale, ni lors des phases de migration sur la matrice. Ces travaux 
mettent en évidence que la formation des podosomes et la zone de scellement nécessitent des 
signaux particuliers provenant de la nature même de la MEC (Saltel, Destaing et al. 2004). 
 




2. 3.  Podosomes des cellules hématopoïétiques et syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS). 
Le syndrome de Wiskott-Aldrich est une maladie génétique récessive, liée au chromosome X. 
De nombreuses mutations dans le gène WAS altèrent l’expression de la protéine produit e ce 
gène, dans les cellules dérivant des cellules hématopoïétiques. Le syndrôme de WAS, se 
caractérise par une immunodéficience sévère augmentant le risque de multiples infections, 
d’eczéma et le développement de cancers (Notarangelo and Ochs 2003; Calle, Chou et al. 
2004). Ce dysfonctionnement du système immunitaire est corrélé à une baisse de la 
population de lymphocytes, et à une incapacité des cellules dendritiques immatures à activer 
les lymphocytes lors d’une infection. Le gène responsable de cette maladie a été identifié et 
nommé WASP. 
La protéine WASP et son homologue N-WASP sont connus pour leur rôle dans le remodelage 
du cytosquelette d’actine, où elles initient la polymérisation du cytosquelette d’actine à l’aide 
du complexe Arp2/3. De récentes études mettent en évidence un rôle crucial de la protéine 
WASP dans l’adhérence et la migration des cellules dendritiques et des macrophages. La 
perte de WASP dans ces cellules entraîne l’absence complète de podosomes (Calle, Chou et 
al. 2004). Ainsi, les podosomes dans les macrophages pourraient être impliqués dans la 
migration directionnelle. 
Les cellules dendritiques immatures et les macrophages issus de patients atteints de WAS 
perdent leur phénotype polarisé et migratoire (Burns, Thrasher et al. 2001; Jones, Zicha et al. 
2002), et sont incapables de se polariser même en présence du chémoattractant CSF-1 (Jones, 
Zicha et al. 2002). Les cellules dendritiques immatures détectent les pathogènes dans les 
tissus périphériques et sont compétentes à la présentation d’antigènes aux lymphocytes au 
niveau des organes lymphoïdes secondaires (Cella, Sallusto et al. 1997). Ainsi, la migration 
des cellules dendritiques immatures à travers les tissus périphériques et la barrière 
endothéliale est essentielle à l’activation subséquente des lymphocytes. Il a été montré que les 
cellules déficientes en WASP, qui ne présentent pas de podosome, adhèrent parfaitement à 
une matrice de fibronectine, mais sont incapables de lier le ligand ICAM-1 (Burns, Hardy et 
al. 2004). WASP semble être requise dans la formation des podosomes et dans l’agrégation et 
la localisation des intégrines 2 au front de migration des cellules dendritiques, afin d’assurer 
une parfaite adhérence des cellules sur leur ligand spécifique ICAM-1. Cette perte 




d’adhérence à ICAM-1 dans le WAS est probablement responsable de l’incapacité des 
cellules à effectuer leur intravasation à travers la barrière endothéliale, les empêchant de 
rejoindre les organes lymphoïdes secondaires. Ce dysfonctionnement dans le « homing » des 
cellules dendritiques a été confirmé in vivo dans des cellules invalidé pour le gène WAS (de 
Noronha, Hardy et al. 2005). Ceci suggère un autre rôle des podosomes des cellules 
dendritiques, important dans l’établissement des contacts cellules/cellules. 
 
2. 5. Les podosomes endothéliaux. 
 
Récemment le laboratoire a mis en évidence que les cellules endothéliales étaient capables, 
elles aussi de former des podosomes, mais de façon inductible. Cette découverte ouvre un 
nouveau champ d’investigation pour la biologie des cellules endothéliales car ces cellules qui 
tapissent la face interne du système cardiovasculaire sont les médiateurs d’échanges 
privilégiés entre sang et tissus.  
 
Les cellules endothéliales sont capables de former des podosomes en réponse à l’expression 
de l’oncogène v-src, processus décrit dans de nombreux modèles (Tatin, Varon et al. 2006). 
Mais de façon plus spécifique, elles sont aussi capables de former des podosomes en réponse 
à l’expression de la forme constitutive de Cdc42 (V12Cdc42), dont l’expression est connue 
pour induire la formation de filopodes dans de nombreux modèles (Moreau, Tatin et al. 2003). 
D’autres inducteurs pharmacologiques, tels que les esters de phorbols, induisent la formation 
de podosomes dans certaines cellules endothéliales, révélant la contribution des membres de 
la famille des PKC (Tatin, Varon et al. 2006). Enfin, certaines cellules endothéliales d’origine 
aortiques forment des podosomes en réponse au TGFVaron, Tatin et al. 2006, cytokine 
physiologique, mais aussi le VEGF et le TNF dans les cellules endothéliales d’origine 
veineuse (Osiak, Zenner et al. 2005). Comme dans les autres modèles cellulaires, les 
podosomes endothéliaux présentent la capacité de dégrader localement la MEC in vitro. 
 
L’organisation des podosomes endothéliaux est variable (Billottet, Rottiers et al. 2008; Genot 
2009). En effet, le mutant constitutivement actif de Cdc42 est responsable de la formation de 
podosomes individuels, répartis sur l’ensemble de la suface ventrale de la cellule, de façon 
analogue aux invadopodes induits par l’expression de l’oncogène v-src (Moreau, Tatin et al. 
2003). A l’inverse, en présence de TGF, les podosomes apparaissent exclusivement 




organisés en une superstructure de forme circulaire, réminescente des rosettes décrites dans 
les cellules transformées par le virus du sarcome de Rous (Varon, Tatin et al. 2006). Enfin, 
dans les cellules d’origine veineuse, ces podosomes peuvent se présenter sous de multiples 
configurations, assemblés en rosettes ou en groupe, ou encore localisés à l’arrière du front de 
migration des cellules motiles (Tatin, Varon et al. 2006) (figure 40). Tout comme dans le 
modèle de l’ostéoclaste, ces différentes organisations reflètent probablement différents états 




Figure 40 : Différentes organisations des podosomes endothéliaux en fonction de l’inducteur et 
du type de cellule endothéliale. Les podosomes (flèches) sont détectées en immunofluorescence par 
un marquage de la F-actine (rouge) et de la vinculine (verte). Gauche : Cellule aortique exprimant 
V12Cdc42. Les podosomes apparaissent isolés et répartis uniformément sur toute la surface ventrale 
de la cellule. Milieu : Cellule aortique traitées au TGF. Les podosomes sont agencés en une 
superstructure en forme d’anneau, appelée rosette de podosomes. Droite : Cellule endothéliale 
veineuse dérivée de cordon ombilical, stimulée avec un ester de phorbol. Les podosomes sont 
regroupés (Genot 2009). 
 
Les propriétés des invadosomes, en particulier leur capacité à concentrer en leur sein des 
intégrines et des MMPs, ont orienté les recherche dans de nombreux modèles, vers des 
fonctions d’adhérence, de migration et d’invasion dans l’organisme. Les manifestations 
physiopathologiques associées à une absence, ou au contraire à l’apparition d’invadosomes, 
dans plusieurs types cellulaires confortent ces hypothèses. Cependant, ces structures peuvent 
également être observées dans certaines cellules en dehors de ces contextes. Dans le contexte 
de la cellule endothéliale, ces structures pourraient participer à l’angiogénèse ou 
l’artériogénèse, mécanismes qui conduisent à l’extension du réseau vasculaire et durant 
lesquels la cellule endothéliale acquiert des propriétés de remodelage de la MEC et des 
capacités invasives. Les travaux du laboratoire ont détecté des podosomes dans des cellules 




endothéliales issues d’aortes dilatées, sujettes aux anévrismes et siège d’une 
néovascularisation intense (Moreau, Tatin et al. 2003; Varon, Tatin et al. 2006) (figure 41). 
 
 
Figure 41 : Cellules endothéliales fraîchements isolées d’explants d’aortes de patients atteints 
d’anévrismes. Les cellules endothéliales sont marquées en immunofluorescence par la F-actine 
(rouge), la vinculine (verte) et le facteur vWF. Les cellules, après isolation, sont déposées sur une 
matrice de collagène I et traitées ou non au TGF pendant 24h. Les cellules traitées au TGF 
présentent des rosettes de podosomes (flèches) (Varon, Tatin et al. 2006). 
 
 

















“TGFbeta-induced endothelial podosomes mediate basement 
membrane collagen degradation in arterial vessels” 
Rottiers et al, JCS, 2009. 








Le TGF induit la formation de rosettes de podosomes dans 
l’endothélium natif. 
Les podosomes sont des microdomaines, riches en F-actine qui polymérise 
perpendiculairement à la surface ventrale des cellules. Ces structures d’adhérence possèdent 
de nombreux composants communs aux adhésions focales, tels que la vinculine, la protéine 
kinase FAK ou encore certaines intégrines. Cependant, elles se distinguent des adhésions 
focales par la présence de marqueurs, tels que la gelsoline, le complexe WASP/NWASP, la 
dynamine 2 ou encore la cortactine. Une autre caractéristique essentielle des podosomes 
réside dans leur capacité à dégrader localement la matrice extracellulaire dans les tests de 
dégradation in vitro. 
Les podosomes ont été découverts pour la première fois dans des fibroblastes transformés par 
l’oncogène v-Src. Puis ils ont été caractérisés dans d’autres types cellulaires tels que les 
ostéoclastes, les macrophages ou encore les cellules dendritiques immatures. A son tour, le 
laboratoire a montré que les cellules endothéliales pouvaient, elles aussi, réarranger leur 
cytosquelette d’actine sous forme de podosomes dans différents modèles de cellules 
endothéliales. A ce jour, seul le modèle des BAEc est capable de former des podosomes en 
réponse à une cytokine physiologique, le TGF. 
Les podosomes n’ont été décrits jusqu’à présent que dans des modèles in vitro et la pertinence 
physiologique de telles structures reste aujourd’hui inconnue. Afin de démontrer leur 
existence dans les tissus vivants et pouvoir envisager ensuite de prouver leur existence in vivo, 
nous avons entrepris de rechercher ces structures ex vivo, dans l’endothélium aortique exposé 
au TGF exogène. La technique dite d’observation « en face », qui consiste à ouvrir un 
vaisseau pour en examiner l’endothélium en microscopie confocale, a été mise en place au 
laboratoire. 
Nous montrons que le TGF exogène induit la formation de podosomes, identifiés comme 
tels grâce à la présence de marqueurs connus des podosomes, mais aussi grâce à leur capacité 
de dégrader le collagène IV, un des composants majeurs de la lame basale. 







Podosomes are specialized plasma-membrane actin-based
microdomains consisting of a core of actin filaments associated with
the Arp-2/3-based actin polymerization machinery and surrounded
by a ring of vinculin, talin, paxillin and integrins. They can be
distinguished from other focal adhesions complexes by the presence
of ‘podosomal markers’, such as gelsolin, cortactin, dynamin 2 and
WASP/NWASP proteins (Gimona et al., 2008; Linder and
Aepfelbacher, 2003). Therefore, double staining for F-actin and
cortactin is routinely used to identify podosomal structures. In
addition, podosomes are enriched with metalloproteases, which
endow them with matrix-degradation activities. In physiological
settings, podosomes form spontaneously in certain cells such as
macrophages and immature dendritic cells, which share the common
feature of travelling across tissue boundaries. Podosomes can also
be seen in non-myeloid cells, where they are induced upon
stimulation with specific receptor ligands and/or second messenger
stimulators (Hai et al., 2002; Osiak et al., 2005). Podosome-related
structures named invadopodia assemble in cultured cells
transformed by the viral src oncogene and in melanoma or
carcinoma in response to oncogenic signals (Buccione et al., 2004;
Stylli et al., 2008).
We have established that TGF stimulates podosome formation
in cultured bovine arterial endothelial (BAE) cells (Varon et al.,
2006). In this model, podosomes always arise assembled together
into large ring-shaped structures. TGF is a multifunctional cytokine
that is secreted from cells in a latent form which is unable to bind
the TGF receptor and is inactive (Lawrence et al., 1985). Primary
regulation of TGF activity occurs through factors that control the
processing of the latent form into the biologically active molecule.
TGF is active on most cells and the specificity of the response is
determined by expression levels of the various TGF receptors and
co-receptors, as well as the TGF concentration. TGF first binds
to type II receptors (TRII), which then recruit a type I receptor
(TRI). Formation of the complex leads to TRI kinase activation,
which subsequently propagates the signal into the cell by
phosphorylating members of the Smad family of transcription
factors (Derynck and Zhang, 2003; ten Dijke and Hill, 2004).
Because TGF is deeply involved in the maintenance of vascular
homeostasis during adult life (Goumans and Mummery, 2000), in
particular in the arterial tree, we wondered whether podosomal
structures assemble in vivo. Indeed, podosomes have only been
described in cultured cells in vitro and convincing evidence for the
existence of such structures in intact tissues is still lacking. Here,
we show the presence of rosettes of podosomes in the native
endothelium of arterial vessel segments exposed to the inflammatory
cytokine TGF, but not in the normal resting endothelium. The
structures formed in arterial vessel segments exposed to TGF
strongly resemble those formed in TGF-treated cultured cells and
the only difference found was in the topology and architectural
organization of proteins in the rosettes, which might be accounted
for by differences in terms of rigidity, roughness or molecular
Podosomes are specialized plasma-membrane actin-based
microdomains that combine adhesive and proteolytic activities
to spatially restrict sites of matrix degradation in in vitro assays,
but the physiological relevance of these observations remain
unknown. Inducible rings of podosomes (podosome rosettes)
form in cultured aortic cells exposed to the inflammatory
cytokine TGF. In an attempt to prove the existence of
podosomes in living tissues, we developed an ex vivo
endothelium observation model. This system enabled us to
visualize podosome rosettes in the endothelium of native arterial
vessel exposed to biologically active TGF. Podosomes induced
in the vessel appear similar to those formed in cultured cells in
terms of molecular composition, but in contrast to the latter,
arrange in a protruding structure that is similar to invadopodia.
Local degradation of the basement membrane scaffold protein
collagen-IV, is observed underneath the structures. Our results
reveal for the first time the presence of podosome rosettes in
the native endothelium and provide evidence for their capacity
to degrade the basement membrane, opening up new avenues
to study their role in vascular pathophysiology. We propose that
podosome rosettes are involved in arterial vessel remodeling.
Supplementary material available online at
http://jcs.biologists.org/cgi/content/full/122/23/4311/DC1
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composition of the substratum. Importantly, in the context of the
vessel, TGF-induced podosome rosettes exhibit collagen-directed
matrix-degrading activities. Our results reveal for the first time the
presence of podosome rosettes in the native endothelium, and open
new avenues to study their role in vascular pathophysiology.
Results
Detection of actin rings in the living endothelium
Endothelial cells in culture do not normally form podosomes.
However, BAE cells assemble podosomes rosettes upon TGF
exposure (Varon et al., 2006). In vitro studies indicate that TGF
is activated upon contact between endothelial and smooth muscle
cells in vitro (Flaumenhaft et al., 1993), suggesting that local
activation of TGF regulates vessel stability in vivo. Since the
endothelium is constantly exposed to TGF present in circulating
blood or trapped in the underlying matrix, we wondered whether
endothelial cells lining the interior surface of the aorta display
podosomal structures. We developed a protocol to perform such
screening in the aortic endothelium in mice. Tissues were fixed in
situ through intracardiac injection of paraformaldehyde (ivc) in
anesthetized animals. Next, vessel segments were harvested, cut
along their long axis and stained for F-actin, cortactin, VE-cadherin
or CD31 whilst nuclei were highlighted with Hoechst 33342 stain.
The specimens were then subjected to confocal microscopy, with
endothelial cells facing upward, for ‘en face’ viewing (Fig. 1).
F-actin and Hoechst staining distinguished between endothelial cells
with large round nuclei (Fig. 1A) and vascular smooth muscle cells
(vSMCs) with thin and elongated nuclei (Fig. 1B). Along the z-axis,
the two cell types were seen separated by the first elastic lamina
(Fig. 1C), as illustrated in Fig. 1D. VE-cadherin and CD31 staining
was detected in the endothelial layer (Fig. 1E,F), but absent in the
deeper layer of smooth muscle cells (Fig. 1B), clearly delimiting
the cellular boundaries and revealing the integrity of the endothelium
in the specimen. F-actin and cortactin were consistently concentrated
at cell margins within the endothelium and never showed the
characteristic arrangement of podosomal structures (Fig. 1G-H).
We therefore reasoned that, under normal physiological
conditions, the bioavailability of TGF in the endothelium was too
low to induce podosomes. To investigate further the existence of
podosomes in tissues, we examined the effects of biologically active
TGF concentrations on the aortic endothelium. Live aortic vessel
segments were cultured ex vivo, in the presence or absence of
exogenously added recombinant TGF1 (TGF) under conditions
similar to those used to induce podosome rosettes in cultured BAE
cells (Varon et al., 2006) (Fig. 2A-C). Aortic explants were then
fixed, stained for F-actin and cortactin and prepared for en face
viewing. In untreated samples, whereas some fields of view showed
marker distribution that was similar to that obtained with aortic
vessel segments fixed in vivo (supplementary material Fig. S1A-
D), other fields of view showed less prominent cortactin and F-
actin staining at cell-cell junctions, a pattern which persisted
throughout the organ culture (supplementary material Fig. S1E-H).
A similar staining pattern was observed in endothelia of TGF-
treated samples (supplementary material Fig. S1I-L). However,
careful examination revealed zones where F-actin and cortactin
distinctly colocalized in ring-like structures within the endothelium
of TGF-treated vessels (Fig. 2D-F), that were not detected in
untreated specimens (supplementary material Fig. S1E-G). To
assess endothelial cell responsiveness to TGF stimulation, aortic
vessel segments were stained for canonical effectors of TGF
(Lebrin et al., 2005). A twofold increase in phosphorylated Smad2
was detected in the cell nuclei of TGF-treated endothelial cells
upon TGF exposure, attesting to efficient TGF signaling in this
experimental setting (Fig. 3).
Molecular characterization of the structures formed in
endothelium exposed to TGF
Further characterization of the ring structures revealed the presence
of structural components such as vinculin and paxillin, signaling
components such as FAK, phosphotyrosine-containing proteins and
3 integrin (which is an ‘activation’ marker for endothelial cells),
as well as genuine podosome markers (Linder and Aepfelbacher,
2003) Arp3, cortactin and dynamin 2 (Fig. 4A-C and F). We also
detected MT1-MMP (Fig. 4D), MMP2 and MMP9 (supplementary
material Fig. S3A,B) at the rosettes. N-WASp was distributed all
along the structure, including its tip (Fig. 4E). This situation
resembles that encountered in invadopodia, podosome-related
structures assembled in cultured cells transformed by oncogenes
(Baldassarre et al., 2006; Lorenz et al., 2004; Stylli et al., 2008).
Interestingly, 1 integrins were distributed along the inner and outer
rim of the podosome rosettes in vitro. With respect to integrin
localization, the resemblance between ring-like actin structures in
aortic vessel segments (Fig. 4G) and podosome rosettes in cultured
BAE cells (Fig. 4H) is a convincing reason for considering that
they are one and the same kind of structure.
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Fig. 1. Model for observation of the endothelium from large arterial vessels.
(A-B)An aortic vessel segment was harvested from mice after intraventricular
cardiac injection (ivc) of paraformaldehyde, prepared for
immunofluorescence, labelled with phalloidin (red), VE cadherin (green) and
Hoechst 33342 and mounted en face for confocal observation. Viewed face on,
VE-cadherin and F-actin staining of the endothelial cell layer delineates
individual cells with round nuclei (A) and of the underlying layer of vSMC
cells with elongated nuclei (B). Scale bar: 15m. (C)Multiple x-y images
were sectioned in the z direction through the aortic vessel segment until a
transverse image was resolved. The endothelium is visualized by VE-cadherin
(green) immunostaining, the vSMCs by dense phalloidin staining of F-actin
and nuclei by Hoechst 33342 fluorescence. Three autofluorescent (green)
elastic bands appear underneath the endothelium monolayer and in between
multiple vSMC layers with a wave like appearance. The white dotted lines
correspond to the focal planes shown in A and B. The white dotted lines
correspond to the upper (endothelium) and lower (vSMC) focal planes shown
in A and B, respectively. Scale bar: 5m. (D)Schematic side view of the inner
arterial wall showing the endothelial monolayer (EC), the basement membrane
(BM) in grey, the elastic lamina (IEL) in green, the first smooth muscle cell
layer (vSMC) and a second elastic lamina (green). (E-H)Individual staining of
VE-cadherin, CD31, F-actin and cortactin, respectively, representative of their
arrangement in the native endothelium. Scale bar: 10m. Each image is











4313Podosomes in the arterial endothelium
Endothelial actin-rich VCAM+ docking structures that mediate
adhesion of leukocytes to the endothelium have been described in
inflammatory contexts (Barreiro et al., 2002). Here, the actin rings
formed in response to TGF stained negative for endothelial
(VCAM) or leukocyte (CD11b) adhesion molecules (data not
shown), indicating that such endothelial figures are not generated
by extravasating blood leukocytes undergoing transcellular
diapedesis (Carman and Springer, 2004). Therefore, based on these
criteria, we conclude that TGF induces genuine podosome rosettes
in aortic vessel segments. Similar results were found with murine
carotid artery segments processed in the same way (data not shown).
Podosome rosettes were detected in less than 5% of arterial
endothelial cells exposed to TGF for 24 hours.
Similarities and differences of podosomes in in vitro and
ex vivo models
Interestingly, the endothelium that lines blood vessels represents a
bi-dimensional space, suggesting that podosome rosettes formed in
vivo will be found under the same sort of organization as those
observed in vitro. Fig. 5A shows a rosette located on the basal side
of the endothelial cell, in close apposition with the underlying
substratum of the endothelium. Along the z-axis, the podosomal
structure was seen to extend downwards, as if pushing in into the
vSMC layer (Fig. 5B). The rosette formed in the endothelium
displayed prominent cortactin staining at the distal extremity of the
rosette, protruding through the smooth muscle cells (Fig. 5A,B).
This organization of the podosomal components fits with the model
of actin polymerization of podosomes, which is thought to proceed
similarly to extending lamellipodia, but along the vertical axis
(Linder and Aepfelbacher, 2003; Vignjevic and Montagnac, 2008).
We conclude that these endothelial integrin-rich structures adhere
to the underlying substratum. These findings confirm that the
podosome rosettes depicted here constitute entities distinct from
previously described actin structures that interact with circulating
cells on the apical surface of the endothelium (Barreiro et al., 2002).
We next explored the spatial organization of podosomal proteins
in endothelial rosettes from TGF-treated aortic vessel segments
(Fig. 5C), cultured BAE cells (Fig. 5G) and in cultured BAE cells
seeded onto a vessel where the endothelial monolayer, but not the
basement membrane, had been removed (Fig. 5K). Rosettes formed
in the intact endothelium or in BAE cells seeded onto the denuded
aortic vessel segments were both found to be more compact and
thicker along the z-axis than those formed on glass coverslips [outer
diameter, 7.53±2.43 m, n11 (ex vivo); 9.17±2.67 m, n15 (BAE
cells on denuded vessels); 16.13±2.39 m, n10 (in vitro)]. These
findings suggest that the molecular composition of the underlying
substratum rather than cell-cell interactions in the endothelium
account for the differences observed between the in vitro and ex
vivo characteristics of podosome rosettes.
Endothelial podosome rosettes formed in arterial vessel
segments degrade the basement membrane collagen-IV
A specific feature of podosomes is their ability to degrade gelatin.
Podosome rosettes formed in cultured TGF-treated endothelial
cells fulfil this criterion, as measured by an in vitro gelatin-
degradation assay (Varon et al., 2006). In vessels, endothelial cells
rest on the basement membrane, which provides physical support
for the cells and exerts a multitude of regulatory functions on their
growth and differentiation state (Adams and Watt, 1993). Basement
membrane consists primarily of laminin and type IV collagen
bridged by non-covalent interactions with nidogens and perlecan
(Kalluri, 2003; Rowe and Weiss, 2008; Yurchenco et al., 2004). To
explore the degradative potential of endothelial podosome rosettes
present in vessel segments, samples were stained with antibodies
recognizing matrix proteins. Non-fluorescent patches were detected
directly beneath the podosome rosettes in the endothelium of TGF-
treated arterial vessel segments, when staining was performed with
anti-collagen-IV antibodies (Fig. 6A-C). This pattern strongly
suggests matrix protein degradation by proteolytic activities at
podosome rosettes, in a manner analogous to that seen in podosome
rosettes in BAE cells cultured on a collagen-IV matrix in vitro (Fig.
Fig. 2. Detection of actin rings in TGF-treated aortic vessel segments.
(A-C)Representative immunoconfocal images of F-actin and cortactin
organization in ring-like structures in TGF-treated cultured BAE cells (A).
The white dotted line delineates the endothelial cell outlines. Scale bar: 10m.
A magnified view of the boxed zone in A shows individual cortactin staining
(B) and merged F-actin and cortactin (yellow) (C). (D)Representative
immunoconfocal image of the merged staining for F-actin and cortactin
showing organization and colocalization (yellow) of the two proteins in ring-
like structures in TGF-treated aortic vessel segments. The white dotted line
delineates cell outlines of the endothelial cell harbouring the podosome rosette.
Scale bar: 20m. (E)Magnified image of individual cortactin staining.
(F)Merged staining for F-actin and cortactin of the boxed zone in D. Results
are representative of several independent experiments.
Fig. 3. Endothelial cells respond to TGF.(A,B) Aortic vessel
segments were either left untreated (A) or stimulated with TGF for
24 hours (B), fixed and then processed for fluorescence staining for
phosphorylated Smad2. Scale bar: 5m. (C)Quantitative analysis of
the phosphorylated Smad2 intensity/nuclei ratio shows a twofold
increase upon TGF exposure, attesting for efficient TGF













6F-H) or on the basement membrane of denuded vessel segments
(supplementary material Fig. S2). Quantitative analysis revealed
efficient matrix degradation beneath the rosettes formed in the
endothelium exposed to TGF (Fig. 6D). Focal collagen-IV
degradation at podosome sites was inhibited by the broad-spectrum
MMP inhibitor GM6001 (Fig. 6E). Under similar conditions,
laminin staining remained intact beneath the rosettes (Fig. 6I-K).
This finding was confirmed in vitro in the BAE model. TGF-
induced endothelial podosomes were unable to detectably alter the
derived laminin coating (Fig. 6L,M). Likewise, thorough inspection
of the elastic lamina did not reveal any alteration in its integrity at
this stage (data not shown).
Discussion
Podosomes have been extensively described in the artificial
environment of cultured cells. Our findings demonstrate that
podosome rosettes form in the living endothelium of large arterial
vessel segments exposed to physiological levels of biologically
active TGF. We also reveal their capacity to degrade the basement
membrane. Our data provide the first evidence for podosomes in
native tissues and support the concept that podosomes are
physiological structures involved in biological processes in vivo.
We believe that these findings represent a major advance in the
field and will support researchers aiming to demonstrate the
presence of invadopodia in cancer cells in vivo.
Imaging podosome rosettes in their native environment enabled
us to disclose their distinctive features. Similarities and differences
between podosomes and invadopodia, collectively called
invadosomes (Machesky et al., 2008) are not yet definitive (Weaver,
2008). A major difference often reported between podosomes and
invadopodia is the overall architecture of the microdomain. Whereas
podosomes self-organize within the boundaries of the cell on a soft
gelatin matrix, protrusive organization is the hallmark of
invadopodia (Stylli et al., 2008). Our studies reveal the spatial
organization of the components and the protruding architecture of
endothelial podosome rosettes, providing evidence for similarities
between the extensions formed by invadopodia of transformed cells
(Baldassarre et al., 2006) and aggregated podosomes in rosettes of
endothelial cells. The arrangement of the podosomal components
in the structure is dependent on the substratum, suggesting a
misguided organization on glass coverslips in in vitro settings. Our
study thus describes a situation where the protrusive organization
of invadopodia, rather than the non-protrusive organization of
podosomes as described in vitro, vanishes in this in vivo context.
Our results establish that the cell microenvironment and the
experimental settings impact invadosome architecture.
A common characteristic feature of podosomes and invadopodia
is their ability to degrade proteins of the extracellular matrix. We
have defined the degradation capacities of podosome rosettes
towards basement membrane proteins in their native environment.
Matrix degradation measurements recorded upon 24 hours of
exposure to TGF revealed collagen-directed matrix-degrading
activities, which is consistent with the recruitment of MT1-MMP,
MMP2 and MMP9 at the structures (Guegan et al., 2008; Tatin et
al., 2006; Varon et al., 2006). Under these conditions, no alteration
in the laminin pattern was detected. However, unlike the collagen-
IV network, which is stabilized through covalent links, laminin
polymers are not covalently associated, but are rather assembled
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Fig. 4. Podosomal components are localized within actin
rings of arterial endothelium exposed to TGF ex vivo.
(A-C)Aortic vessel segments were stimulated with TGF
for 24 hours, fixed and then processed for fluorescence
staining for F-actin (red) and podosomal markers (green)
FAK (A), phosphorylated Tyr (B), dynamin 2 (C) or MT1-
MMP (D). Confocal sections (0.4m) of F-actin and N-
WASP double staining were taken from the top to the
bottom of the rosette, and orthogonal z sections from the x-
y view are shown (E). Merged images reveal colocalization
of F-actin with N-WASp proteins, shown individually in
the lower panels. Scale bar: 4m. (F)Molecular
characterization of the structures formed in the endothelium
of arterial vessel segments, using a panel of antibodies
directed against proteins known to localize at podosomes in
cultured cells. Results are representative of at least three
independent experiments. (G,H)1 integrins (green)
distribute along the inner and outer rim of the actin rosette
(red) formed in the living endothelium stimulated with
TGF for 24 hours (G). Similar localization of 1 integrin
is seen in BAE cells stimulated with TGF for 24 hours in
vitro (H). Scale bar: 4m. Results are representative of at
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together by the collagen-IV network (Yurchenco et al., 2004). It is
the highly ordered and crosslinked nature of the type IV collagen
network that confers basement membranes with their structural
integrity. Therefore, disruption of the collagen bonds naturally
disrupts the laminin network, and from there, the laminin-collagen-
IV scaffold (Rowe and Weiss, 2008). In our experimental set-up,
there is no laminin degradation, and the loosening of the laminin
meshwork structure is not detectable. Since perforation of the
basement membrane invadopodia takes several days (Hotary et al.,
2006) and collagen-IV is the most abundant constituent of the
basement membrane (Kalluri, 2003), we assume that our
experimental setting enables us to detect the early events of a TGF-
induced remodeling programme where collagen-IV degradation
occurs at an early stage, loosening the laminin network and resulting
in basement membrane splitting. Our results reveal, for the first
time, the presence of podosome rosettes in the native endothelium
and open new avenues to study their role in vascular
pathophysiology.
Examination of the aortic and carotid arteries specimen fixed in
situ revealed that, in the absence of stimulus, the endothelium of
large vessels is normally devoid of podosome rosettes. These
observations in vivo are consistent with the situation in vitro, where
resting aortic endothelial cells show no podosomes. Thus,
podosomes are expected to come into play in specific situations
associated with local release of active TGF, such as those induced
by disturbed blood flow or ischemia (Jones et al., 2009; Khalil,
1999; Sho et al., 2002; van Royen et al., 2002). Conditions
associated with elevated levels of circulating TGF (Derhaschnig
Fig. 5. Architecture of the podosome rosette formed ex vivo. (A)Arterial vessel segments were stimulated with TGF for 24 hours and then processed for double
fluorescence staining for F-actin (red) and cortactin (green). Viewed face on, immunoconfocal F-actin and cortactin staining of the top (up merge) and bottom
(down merge) of one of the structures. Scale bar: 9m. (B)Representative immunoconfocal images show the rosette located on the basal surface of the endothelial
cells, extending towards the vSMC along the z-axis. The white dotted lines correspond to the upper and lower focal planes shown in A. Scale bars: x-y, 9m; z,
3m. Merged images reveal colocalisation of the two proteins (yellow), shown individually in the lower panels. (C)The same structure in its surroundings seen at
lower magnification. Merged images of triple fluorescence staining for F-actin (red), cortactin (green) and nuclei (blue). Scale bar: 9m. (D-F)The rosette
(cortactin image) and two nuclei (Hoechst image) in adjacent endothelial cells denoting landmarks (dotted line shown in C) were digitally isolated and
reconstructed using Imaris Isosurface function. (D,E)3D reconstruction shows the protruding end of the rosette (green) and nuclei (white) (vSMC nuclei are stained
blue) above and below the confocal planes shown in A and B, respectively (magnified images of the boxed area in C). (F)A skewed and a side view of the rosette
after digital subtraction of the vessel surroundings. (G-J)Merged image of double fluorescence staining for F-actin (red) and cortactin (green) of BAE cells
stimulated with TGF for 24 hours (G) and individual cortactin staining (H). Scale bar: 9m. (I,J)A skewed (I) and a side view (J) of the rosette after 3D
reconstruction of the optical sections of the cortactin image after subtraction of the surroundings shows the flat surface of the rosette. (K-O)Merged image of
double fluorescence staining for F-actin (red) and cortactin (green) of BAE cells seeded on an opened up denudated vessel segment and stimulated with TGF for
24 hours (K), and individual cortactin staining (L). Scale bar: 9m. A skewed (M) and a side (N) view of the rosette after 3D reconstruction of the optical sections













et al., 2002; Flores et al., 2004; Matt et al., 2009; Peterson, 2005)
might also represent situations favouring podosome formation in
the arterial vasculature. Testing for the physiological function of
the structure is arduous and further studies are needed to place
endothelial podosomes in their relevant context. Nevertheless, the
proteolytic activity at sites of podosome rosettes targeting matrix
components in the vessel provides some clues to their function. In
our experimental setting, the number of podosome rosettes detected
in each sample never exceeded 5%. This rare occurrence of
podosomes might reflect a specific function played by a subset of
endothelial cells, a situation encountered in the microvascular
system where specialized endothelial tip cells lead the outgrowth
of blood-vessel sprouts (Hellstrom et al., 2007). Alternatively, if
endothelial podosomes do have a role in tissue remodeling, then
application of active TGF on a normal resting endothelium might
not represent a vascular context promoting podosome formation.
Thus, the incidence of podosome rosettes remains to be explored
in physiologically induced experimental settings, for instance, in a
true inflammatory context associated with a pathological matrix,
where intense vascular remodeling takes place, or in vascular
diseases associated with increased TGF signaling in the vessel
wall (ten Dijke and Hill, 2004). Podosomes could also be involved
in vascular pathogenesis. For example, under non-resolved
inflammatory conditions, exacerbation of the phenomenon might
lead to tissue destruction. Probable consequences of the action of
metalloproteases could be the emergence of sites prone to the
initiation of arterial aneurysms or atheromatous plaque formation
through deterioration of endothelium integrity.
Materials and Methods
Mice
Experiments were approved by the local ethics committee on the use of laboratory
animals, and procedures were in accordance with INSERM institutional guidelines.
Arterial vessel segments were derived from 6- to 8-week-old C57BL/6j mice (Charles
River), which were anesthetized by subcutaneous administration of a mixture of
ketamine (15 mg/kg, Merial) and xylazine (0.3 mg/kg, Bayer) in 100 l in a sterile
saline solution. After euthanasia, the carotid or aorta arteries were isolated.
Examination of native tissues was performed after mice had received intracardiac
injection (ivc) of a 4% paraformaldehyde solution continued by a 1 hour fixation
step in vitro.
Tissue preparation
Vessel segments of aorta or common carotid arteries (length ~6-8 mm) were freed
of adipose and connective tissue and carefully handled, only at their outer ends without
stretching them, to keep them viable. To avoid contact with air, they were kept moist
during the whole preparation procedure (maximum 30 minutes) in culture medium
(EGM-MV; Promocell, Heidelberg, Germany). Arterial vessel segments were
longitudinally opened from the distal end then exposed to TGF for 24 hours, in
EGM-MV medium at 37°C in a 5% CO2 atmosphere. Fixation was achieved by
immersion (1 hour, RT) with 4% paraformaldehyde in PBS, permeabilized with 0.5%
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Fig. 6. TGF-induced podosome rosettes degrade the basement membrane collagen-IV but not laminin. (A)Merged image of double fluorescence staining for F-
actin (red) and collagen-IV (green) after 3D reconstruction using projection module of LSM 510 software of TGF-induced podosome rosettes in arterial segments.
Scale bar: 4m. (B)Magnified image of the podosome rosette in the white boxed region in A. (C)Collagen-IV pattern obtained after immunofluorescence staining.
Dark zones probably represent collagen-IV degradation achieved by proteolytic enzymes borne by the structure. (D)Quantification of collagen-IV degradation
underneath the rosettes was achieved by comparing cumulative fluorescence intensity histograms of collagen-IV images (n16) of the surface underneath the
rosettes versus control identical surface scored in the close vicinity of the rosette. (E)Specimens were treated or not with GM6001 (5M), followed by TGF
stimulation for 24 hours. Quantification of degradation was achieved in untreated and GM6001-treated specimens. The intensity histograms (n25) of the surface
area directly beneath each rosette and those for control identical surface area scored in the close vicinity of the rosette were plotted as in D. When sample s.d. fell
outside of control s.d., the rosette was considered to be active. (F-H)BAE cells were stimulated with TGF for 24 hours and then processed for fluorescence
staining for F-actin (red) and collagen-IV (green). (G)Magnified merged image of the rosette (white boxed region in F). (H)Collagen-IV pattern. Dark zones
represent collagen-IV degradation underneath podosome rosettes. Scale bar: 18m. Results are representative of at least three independent experiments. (I)Merged
image as in A, except that fluorescence staining was performed for F-actin (red) and laminin (green). Scale bar: 4m. (J)Laminin staining does not reveal any
darkening of the area underneath the rosette, revealing the inability of the rosette to degrade this matrix protein. (K)Quantification of laminin degradation as in D.
(L)BAE cells were stimulated with TGF for 24 hours and then processed for fluorescence staining for F-actin (red) and laminin (green). No dark zone is detected,











4317Podosomes in the arterial endothelium
Triton X-100 for 1 hour, and blocked with 3% fetal bovine serum for 30 minutes
(RT). The specimens were incubated with primary antibodies (overnight, RT), then
with the appropriate secondary antibodies conjugated to Alexa Fluor-488, -546 or -633
(3 hours, RT). F-actin and nuclei were stained at this step with phalloidin conjugated
to Alexa Fluor-546 or -488 and Hoechst 33342, respectively. Arterial vessel segments
were spread then mounted on microscope slides with Fluoromount mounting medium.
Denuded basement membrane arterial segments obtained by endothelial cell lysis
upon exposure to hypotonic shock.
Cells
BAE cells (Lonza) were maintained in complete endothelial cell growth medium
(EGM-MV; Promocell) at 37°C in a 5% CO2 humidified atmosphere and used between
passages three and six (Varon et al., 2006).
Reagents
Recombinant human TGF (TGF1, used at 5 ng/ml in all experiments) was obtained
from R&D Systems and type IV collagen and laminin were obtained from Sigma.
GM6001 was purchased from Calbiochem and Fluoromount mounting medium was
from Clinisciences. Antibodies against the following proteins were obtained as
indicated: cortactin (clone 4F11), Arp3, phosphorylated Smad2 (Ser465/467) and
collagen-IV were from Millipore; Cdc42, paxillin, FAK, N-WASp from Cell
Signaling; vinculin and phosphotyrosine (clone 4G10) from Sigma; laminin from
Abcam; 3 integrin was from Emfret and 1 integrin from BD Biosciences; VE-
cadherin was from MedSystems. Polyclonal antibodies directed against dynamin 2
were from Mark McNiven (Mayo Clinic, Rochester, MA). Anti-MT1-MMP is a
monoclonal antibody (mAb-2) obtained from the same fusion as that described recently
(Ingvarsen et al., 2008). MMP9 antibodies were from BioMol and those against MMP2
were from R&D systems. Alexa Fluor 546-phalloidin, Alexa Fluor 488-labeled
secondary antibodies, fluorescein isothiocyanate (FITC) and Hoechst 33342 were
purchased from Invitrogen.
Immunofluorescence staining
Subconfluent cells grown on glass coverslips were prepared for immunofluorescence
as previously described (Varon et al., 2006). The coverslips were washed in water
and mounted on microscope slides with Fluoromount mounting medium. For matrix
degradation assay, BAE cells were seeded on coverslips coated with collagen-IV (0.2
mg/ml) or laminin (20 g/ml), and dark areas and podosome rosettes were visualized
after staining with the relevant antibodies and Alexa Fluor 546-phalloidin, respectively.
Microscopy and image analysis
Cells and arterial vessel segments were analyzed by confocal imaging using a Zeiss
LSM 510 inverted laser-scanning fluorescence microscope equipped with acquisition
software (LSM 510 acquisition software; Zeiss) and a 63 NA 1.4 oil-immersion
objective. Triple-color imaging using Hoechst 33342, Alexa Fluor 488- or Alexa
Fluor 633-labeled secondary antibodies, and Alexa Fluor 546-phalloidin was obtained
using selective laser excitation at 350 nm, 488 nm, 633 nm and 543 nm, respectively.
Each channel was imaged sequentially using the multitrack recording module before
merging. Fluorescent images were processed with Adobe Photoshop 7.0. To make
3D images, serial optical sections of tissue samples or cells were captured with the
software’s automatic scanning mode. Z-stack digital images were collected optically
at every 0.4 m depth, saved and used for 3D reconstruction using Imaris software
(Bitplane).
Measurement of matrix degradation underneath podosome
rosettes in arterial vessel segments
Specimens were double stained for F-actin and for collagen-IV or laminin to detect
podosome rosettes and basement membrane, respectively. Z-stack digital images were
acquired, running through the rosette and first smooth muscle cell layer. Images were
used for 3D reconstruction analysis using the LSM 510 acquisition software
projection module. 3D images were saved and analyzed using ImageJ software after
images had been converted to an eight-bit gray-scale image. For each rosette, the
rosette area was delimited manually in the 3D F-actin image and this region was
pasted on the same location on the 3D basement membrane image. In this 3D image,
intensity profiles of regions of interest (rosette area) were measured and compared
with intensity profile of regions in the rosette vicinity (control area). This measurement
was repeated on 16 (collagen-IV) or 23 (laminin) podosome rosettes, and an average
graph was drawn. For quantification of degradation with GM6001, ‘rosette area’ and
‘control area’ values were compared for each rosette. s.d. values of intensity profiles
between rosette area and CT area determine the degradation potential of the rosette.
Statistics
Data were compared between groups using Student’s t-test. Differences were
considered to be statistically significant at P<0.05.
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La méthode d’examination dite « en face » de l’endothélium natif, nous a permis de mettre en 
évidence que seuls les segments d’aortes mis en culture et exposés au TGF forment des 
podosomes ; alors que la fixation des aortes in vivo révèle que l’endothélium de souris saines 
est dépourvu de podosomes. Ces observations sont en accord avec les études antérieures 
réalisées dans le modèle des BAEc in vitro, dans lequel les cellules ne présentent des 
podosomes qu’en réponse au TGF. Ainsi, ces structures ne semblent pas participer à un 
processus physiologique, mais elles semblent plutôt jouer un rôle dans des contextes 
pathologiques, dans un environnement de forte concentration en TGF actif. 
Les études réalisées jusqu’à présent ont montré que les podosomes possédaient la particularité 
de dégrader la matrice extracellulaire. Cependant, cette fonctionnalité n’a été mise en 
évidence que par des tests de dégradation de matrice in vitro, et pour la plupart d’entre eux, 
sur de la gélatine, matrice non physiologique. Nos travaux mettent en évidence, pour la 
première fois, que les podosomes de l’endothélium natif sont capables de dégrader le 
collagène IV, constituant majoritaire de la lame basale. De plus, l’activité de dégradation des 
podsomes se révèle sélective, puisqu’ils ne dégradent pas la laminine dans nos conditions. Les 
podosomes apparaissent ainsi comme un nouveau dispositif cellulaire qui pourrait être 
impliqué dans le remodelage vasculaire. Le fait qu’ils ne dégradent pas la laminine n’est 
probablement pas un obstacle au processus de démantèlement de la lame basale, puisque la 
dégradation du collagène IV suffit à déstabiliser le réseau de laminine. Il faut cependant noter 
que nos observations sont limitées à une période d’observation restreinte à 24h d’exposition 
au TGF. Aussi, la dégradation du collagène IV entraîne une perturbation locale de la qualité 
de la matrice extracellulaire tant au niveau des composants matriciels modifiés, qu’au niveau 
des matrikines ou encore des facteurs de croissances qui peuvent être libérés et ainsi entraîner 
une modification de l’environnement de l’endothélium. Notre objectif est maintenant de 
déterminer les évènements associés ou consécutifs à la destruction de la lame basale par les 
podosomes. S’agit il d’un renouvellement de ce tissu ou marque t il le début d’un processus 
invasif ? 




Nous constatons qu’environ 5% des cellules endothéliales présentent des podosomes. Ceci 
peut refléter la présence d’une sous-population de cellules endothéliales aux fonctions 
spécifiques, tels que les « tip cells » au niveau du lit microvasculaires. Il est également 
possible que nos conditions expérimentales ne soient pas celles qui génèrent le processus à 
l’échelle qu’il pourrait atteindre dans une situation pathophysiologique. En effet, nous ne 
sommes peut-être pas dans les meilleures conditions pour observer la présence de ces 
structures, qui pourraient apparaître préférentiellement dans un endothélium reposant sur une 
matrice pathologique et/ou dans un contexte de stimulation plus complexe. 
L’ensemble de ces travaux laisse présager un rôle des podosomes endothéliaux dans le 
remodelage vasculaire. La nature de leur intervention, bénéfique ou délétère, reste à 
découvrir. 
Enfin, ces travaux apportent une avancée majeure dans le domaine, en démontrant pour la 
première fois la présence de podosomes dans les tissus vivants. 




TGF et son récepteur de type 1, ALK1, régulent la formation des 
podosomes endothéliaux aortiques dans un contexte d’activation 
 








Le TGF, cytokine pléiotrope, contribue au maintien de l’intégrité vasculaire en régulant de 
multiples fonctions telles la prolifération des cellules endothéliales, la perméabilité vasculaire, 
ou encore en entrainant des modifications de la composition de la matrice extracellulaire, pour 
apporter une contribution majeure à la restauration d’un réseau vasculaire fonctionnel après 
blessure ou occlusion (Roberts and Sporn 1989; Merwin, Anderson et al. 1990; Pepper 1997; 
van Royen, Hoefer et al. 2002). Les travaux de notre équipe ont décrit que le TGF est la 
seule cytokine capable d’induire des podosomes dans les cellules endothéliales artérielles in 
vitro (Varon, Tatin et al. 2006). Cette observation in vitro a été validée au niveau des tissus en 
démontrant la présence de podosomes dans l’endothélium artériel natif après exposition à 
cette cytokine (Rottiers et al. 2009 JCS, chapitre II partie 1). La découverte des podosomes 
endothéliaux artériels en réponse au TGF nous amène à rechercher le rôle de ces structures 
dans les vaisseaux. Afin d’appréhender leur fonction in vivo, nous aborderons par une 
approche in vitro deux questions essentielles : comment est induit le podosome et dans quel(s) 
contexte(s) cellulaire(s) se forme t il ? 
Le TGF déclenche son signal en stabilisant  l’ interaction entre des récepteurs de type II 
(TR-II) constitutivement actifs et des récepteurs de type I (TR-I) formant un complexe 
hétéromérique, en incluant la participation de co-récepteurs tel que le glycane et l’endogline 
(T-RIII) (Kretzschmar and Massague 1998). A la surface des cellules endothéliales, il existe 
2 types de TR-I : ALK5, ubiquitaire, et ALK1, dont l’expression est plus spécifique des 
cellules endothéliales. Les données de la littérature décrivent l’expression de ce récepteur 
endothélial essentiellement au cours du développement vasculaire. Chez l’adulte, ALK1 n’est 
pas exprimé (à l’exception des cellules endothéliales pulmonaires), mais il est ré-induit dans 
certains cas où l’endothélium est activé comme lors de lésions, lors de l’angiogénèse tumorale 
ou encore lors d’occlusion ou dans les régions sujettes à la formation de plaques d’athérome. 
Ces différentes observations indiquent que ALK1 médie un signal important pour la 
formation et le remodelage de nouveaux vaisseaux. (Panchenko, Williams et al. 1996; Roelen, 
van Rooijen et al. 1997; Seki, Yun et al. 2003). Cependant, les effets de ALK1 sur la fonction 
de la cellule endothéliale sont controversés. Certaines équipes décrivent ALK1 comme ayant 
un rôle majeur dans les phases d’activation (Oh, Seki et al. 2000; Goumans, Valdimarsdottir 
et al. 2003; Lebrin, Deckers et al. 2005), alors que d’autres relatent que ALK1 aurait une 
fonction prépondérante dans le maintien de l’état de quiescence de la cellule endothéliale 
(Lamouille, Mallet et al. 2002; David, Mallet et al. 2008).  Ainsi, la balance de la signalisation 




des deux récepteurs ALK5 et ALK1 régulerait la réponse de la cellule endothéliale, 
dépendante du contexte  
Parce que les podosomes sont capables de dégrader localement la matrice extracellulaire, 
propice au remodelage vasculaire, parce que les podosomes sont décrits dans un nombre 
restreint de types cellulaires ; et parce que ALK1 contribue au remodelage vasculaire et est 
spécifique des cellules endothéliales, nous avons envisagé que le récepteur ALK1 pouvait être 
impliqué dans la formation des podosomes induite par le TGF. 
1. Le TGF et son récepteur ALK1 régulent la formation des 
rosettes de podosomes dans les BAEc 
 
1. 1. Le récepteur ALK1 est impliqué dans la formation des rosettes de podosomes 
endothéliaux en réponse au TGF 
 
Le TGF est une cytokine aux effets multiples et biphasiques, largement dépendants du type 
cellulaire, de l’environnement et notamment des conditions de culture. Ainsi, il était important 
de déterminer si les cellules de notre modèle de référence, les BAEc, étaient capables 
d’activer les Smads 1/5 via le récepteur ALK1 en réponse au TGF. Nous avons étudié l’état 
de phosphorylation des Smad 1/5, reflétant leur état d’activation, consécutive à une 
stimulation de 30 min par le TGF (temps de cinétique d’apparition de la phosphorylation des 
Smads 1/5 maximale établie par (Varon, Tatin et al. 2006)) dans les BAEc en 0,3% de sérum. 
Les données de la littérature indiquent que la fonctionnalité du récepteur ALK1 est 
dépendante de l’activité kinase de ALK5 (Goumans, Valdimarsdottir et al. 2003), c’est 
pourquoi nous avons analysé le niveau de phosphorylation des Smads 2/3 en parallèle. Cette 
analyse a été menée par une stratégie permettant soit d’inhiber l’activité kinase de ALK5  par 
un inhibiteur pharmacologique le SB431542, soit de réduire l’expression de ALK5 ou ALK1 
par une stratégie siRNA ciblant des séquences spécifiques respectives de chacun de ces 
récepteurs, ou encore par l’utilisation d’oligonucléotides anti-sens ciblant spécifiquement une 
partie de la séquence de ALK1. La figure 1A,a nous montre l’efficacité des siRNA ciblant 
ALK1 ou ALK5 où le niveau des transcrits de ALK1 ou ALK5 est mesuré par qRT-PCR. 
Nous observons une diminution significative de l’expression du transcrit de ALK1 (79,5% +/- 
29,1%), sans diminution de celle de ALK5 lors de l’utilisation du siRNA dirigé contre ALK1. 




De la même manière, nous observons une diminution significative de l’expression du transcrit 
de ALK5 (85%, +/- 18,9%), sans diminution de celle de ALK1 lors de l’utilisation du siRNA 
dirigé contre ALK5.  L’efficacité d’extinction de ALK1 par le siRNA est vérifiée au niveau 
protéique en Western blot (figure 38Ab). Cependant, nous n’avons pu le vérifier pour ALK5 à 
défauts d’anticorps efficaces. Enfin, nous avons mesuré une nette diminution de l’expression 
protéique de ALK1 en Western blot après traitement des BAEc avec l’oligonucléotide 
antisens dirigé contre une séquence de ALK1 (figure 42Ac). 
Nous montrons dans notre modèle que le TGF phosphoryle à la fois les Smads 2/3 mais 
aussi les Smads 1/5 (Figure 42BCD). L’inhibition de l’activité kinase de ALK5 par le 
SB431542 (figure 42B) et l’extinction de son expression par siRNA (figure 42C) inhibe la 
phosphorylation des Smads 2/3 mais aussi celle des Smads 1/5. L’extinction de l’expression 
de ALK1 par siRNA (figure 42C) ou par oligonucléotides antisens (figure 42D) affecte la 
phosphorylation des Smads 1/5 sans affecter celle des Smads 2/3. Ainsi, l’activation des Smad 
2/3 est dépendante de ALK5, tandis que la phosphorylation des Smads 1/5 est régulée à la fois 
par ALK1 mais aussi par ALK5. Il est à noter que l’activation de Smads 1/5 est bien moins 
affectée par l’inhibition de l’expression de ALK1 que par celle de ALK5. Cependant, il est 
difficile ici de prédire si le TGF est capable de stimuler directement les Smads1/5 via ALK5 
indépendamment de ALK1 comme semble le suggérer certaines études (Liu, Schilling et al. 
2009; Wrighton, Lin et al. 2009), si le niveau d’expression protéique de ALK1 après 
transfection par siRNA est malgré tout suffisant pour induire ce niveau de phosphorylation 
des Smads 1/5 ou s’il s’agit encore d’une différence d’efficacité des siRNA ciblant ALK1 et 
ALK5.  
 








Figure 42 : Les BAEc stimulées au TGF phosphorylent Smad 2/3 et Smad 1/5 via ALK5 et ALK1/ALK5 
respectivement. (A) Contrôle d’efficacité des siRNA ALK1, siRNA ALK5 et ASO ALK1 par qRT-PCR et 
Western blot. Analyse par qRT-PCR du niveau d’expression des transcrits pour ALK1 et ALK5 en fonction des 
différents siRNA utilisés (a). Analyse du niveau d’expression protéique de ALK1 en Western blot sur des BAEc 
transfectées au phosphate de calcium (PCa) par des siRNA contrôle ou dirigés contre ALK1 (b) ou transfectées 
par choc osmotique par des oligonucleotides sens (SO) ou antisens (ASO) dirigés contre ALK1 (c).  
(B), (C), (D) Analyse du niveau de phosphorylation des Smads 2/3 et Smads 1/5 en Western blot sur des BAEc 
traitées ou non par le SB 431542 (5µM, inhibiteur pharmacologique de ALK5) (B), transfectées au PCa par des 
siRNA contrôle, spécifique de ALK1 ou de ALK5 (C), ou transfectées par choc osmotique par des 
oligonucleotides sens (SO) ou antisens (ASO) dirigés contre ALK1 (D) puis stimulées ou non au TGF 30 min. 
 
 




Nous avons recherché la contribution de ces récepteurs sur la formation des rosettes de 
podosomes et l’activité de dégradation qui leur est associée, activité pouvant être mesurée par 
un test de dégradation de la gélatine-FITC où les aires de dégradation correspondent aux 
zones d’absence de fluorescence dans la gélatine-FITC (figure 43A).  Nous observons que 
l’inhibition de l’activité kinase de ALK5 aussi bien que l’extinction de son expression inhibe 
la formation des rosettes de podosomes et la dégradation qui leur est associée. Lorsque 
l’expression de ALK1 est inhibée par siRNA ou oligonucléotides antisens, nous constatons 
également une forte diminution de la formation des rosettes de podosomes et de leur activité 
protéolytique (figure 43B). Ces résultats ont été confirmés par l’utilisation de siRNA ciblant 
d’autres séquences de ALK1, démontrés pour être efficaces en qRT-PCR (figure 43C a, b).  
Afin de valider ces résultats sur l’implication de ALK1 dans la formation des podosomes en 
réponse au TGF, nous avons exploité le modèle d’observation des rosettes de podosomes 
dans un endothélium natif par la méthode dite « en face » en microscopie confocale (Rottiers 
et al, 2009 JCS, Chapitre II partie1) avec les souris ALK1 hétérozygotes élaborées par P.S. 
Oh et maintenant disponibles au laboratoire (Srinivasan, Hanes et al. 2003). Lorsque nous 
avons travaillé sur des souris âgées de 6 à 12 semaines, après avoir traité les carotides et 
aortes au TGF 24H, même si la quantification du nombre de ces structures reste difficile, 
aucune variation n’a été détectée. 
Pour rechercher les conséquences du déficit en ALK1 au niveau cellulaire, nous cherchons 
maintenant à estimer l’effet de la stimulation TGF sur la formation de rosettes de podosomes 
dans les cellules endothéliales primaires issues d’aorte de souris sauvages et ALK1 
hétérozygotes jeunes et âgées, que nous essayons actuellement d’isoler.   
 






Figure 43 : ALK1 et ALK5 sont impliqués dans la formation des rosettes de podosomes en réponse au 
TGF dans les BAEc. (A) Images de BAEc stimulées ou non au TGF pendant 24h, déposées sur une matrice 
de gélatine-FITC et marquées pour la F-actine (phalloïdine 546). Les rosettes de podosomes sont visualisés grâce 
à la F-actine (flèches et zoom), les trous de dégradations sont visualisés par une absence de marquage dans la 
gelatine-FITC (flèches et zoom).  
(B) Quantification du nombre de rosettes formées et des trous de dégradation sur gélatine-FITC sur des BAEc 
traitées ou non par le SB 431542, transfectées au PCa par des siRNA contrôle, spécifique de ALK1 ou de ALK5, 
ou transfectées par choc osmotique par des oligonucleotides sens (SO) ou antisens (ASO) dirigés contre ALK1 




puis stimulées au TGF 24h. Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport au contrôle traité TGF 
rapporté à 100%. (n=3 à 5, test de student :  * p<0,01, barre : 20µm). 
(C) Confirmation de l’implication de ALK1 dans la formation des podosomes en réponse au TGF dans les 
BAEc.(a) Contrôle de l’efficacité des siRNA dirigés contre différentes séquences de l’ARNm de ALK1 par 
analyse des transcrits en qRT-PCR (Mix ALK1 : mélange en proportion égale des 3 séquences de siRNA 
ALK1). (b) Quantification du nombre de rosettes formées en réponse au TGF sur des BAEc transfectées par un 
siRNA contrôle ou par siRNA ALK1 le plus efficace : le mélange des 3 siRNA ALK1 ciblant 3 séquences 
différentes de son ARNm. Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport au contrôle traité TGF 
rapporté à 100%. (n=2, +/- écart-type). 
 
 
1. 2.   BMP9, autre ligand de ALK1, ne forme pas de rosettes de podosomes en réponse au 
TGF. 
 
A ce jour, la contribution de ALK1 sur la régulation de la cellule endothéliale est encore un 
sujet de débat. Ceci pourrait être expliqué en partie par la présence de différents types de 
ligands susceptibles de lier ALK1, induisant ainsi une réponse cellulaire différente en fonction 
des différents complexes de signalisation créés à la surface cellulaire. En particulier, le BMP9 
a été reporté dernièrement comme ligand physiologique de ALK1 et impliqué dans le 
maintien de l’état de quiescence de la cellule endothéliale (David, Mallet et al. 2007; 
Scharpfenecker, van Dinther et al. 2007; David, Mallet et al. 2008). 
Dans notre modèle des BAEc, BMP9 augmente la phosphorylation des Smads 1/5 de façon 
plus importante que TGF mais ne phosphoryle pas les Smads 2/3. L’extinction de 
l’expression de ALK1 par siRNA inhibe efficacement la phosphorylation des Smads 1/5 
indiquant qu’elle est dépendante de ALK1 (figure 44A). Cependant, BMP9 n’induit pas la 
formation de rosettes de podosomes et lorsque les cellules sont stimulées à la fois par TGF et 
BMP9, la réponse des cellules à former des rosettes de podosomes est diminuée 
comparativement aux cellules stimulées au TGF seul, suggérant un effet de compétition ou 
d’affinité différentes des ligands pour leur récepteur ou encore des ratios de complexes  de 
récepteurs adéquats différents (figure 44B). 





Figure 44 : BMP9, autre ligand de ALK1, n’induit pas de rosettes de podosomes et semble antagoniser la 
réponse TGF dans les BAEc. (A) Analyse du niveau de phosphorylation des Smads 2/3 et Smads 1/5 en 
Western blot sur des BAEc transfectées au PCa par des siRNA contrôle, spécifique de ALK1 (séquence n°1) ou 
de ALK5 puis stimulées ou non au TGF, ou au BMP9 (5ng/ml) 30 min. 
(B) Quantification du nombre de rosettes formées sur des BAEc stimulées 24h ou non au TGF  et/ou au BMP9 
aux concentrations indiquées. Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport au contrôle traité TGF 
rapporté à 100%. (n=3, test de student : *p<0,05, **p<0,01). 
 
Les études menées chez la souris révèlent que l’expression de  ALK1 est forte  lors du 
développement embryonnaire et faible chez l’adulte dans un endothélium quiescent mais 
préférentiellement exprimé dans les cellules endothéliales pulmonaires (Panchenko, Williams 
et al. 1996). Nous nous sommes donc intéresser au processus de formation de podosomes 
dans ces cellules qui expriment naturellement ALK1. Nous avons entrepris d’étudier la 
phosphorylation des Smads dans un modèle de cellules endothéliales artérielles pulmonaires 
humaines primaires (HPAEC). Ces cellules forment spontanément des podosomes et le 
nombre de rosettes de podosomes n’est pas augmenté par l’addition de TGF exogène. Ces 
podosomes sont indépendants de la présence de TGF actif dans le milieu puisqu’en présence 
de SB431542 ou d’anti-TGF, avec ou sans TGF exogène, nous n’abolissons pas la présence 
des podosomes spontanés (résultats non montrés).  En revanche, les HPAEc se comportent 
comme les HUVEC ((Tatin, Varon et al. 2006; Billottet, Rottiers et al. 2008) (annexe 2)), à 




savoir que le PMA stimule la formation des podosomes. Les HPAEc expriment bien ALK1 
comme l’indique l’extinction du signal en Western blot après transfection des HPAEc par des 
siRNA ciblant une séquence de ALK1 humain (figure 45A). Une différence majeure avec le 
modèle des BAEc apparaît au niveau de la phosphorylation de Smad1/5 : BMP9 phosphoryle 
les Smads 1/5 dans les HPAEc alors que le TGF en est incapable, bien que la 
phosphorylation des Smads 2/3 soit observée dans ce modèle (figure 45B).  
 
Figure 45 : Les HPAEc ne phosphorylent pas Smad 1/5 en réponse au TGF malgré la présence de ALK1. 
(A) Expression protéique de ALK1 en Western blot dans les HPAEc transfectées au PCa par des siRNA contrôle 
ou dirigés contre une séquence humaine de ALK1. 
(B) Analyse du niveau de phosphorylation des Smads 2/3 et Smads 1/5 en Western blot sur des BAEc  ou des 
HPAEc, stimulées ou non au TGF ou au BMP9 (5ng/ml) pendant 30 min. 
 
Ainsi, le TGF n’induit pas de podosomes dans les HPAEc. Bien que ces cellules possèdent 
ALK1 et ALK5 fonctionnels, la formation d’un complexe adéquat pour la phosphorylation 
des Smads 1/5 en réponse au TGF ne semble pas être efficace. Ces résultats suggèrent d’une 
part que les BAEc sont capables de former des rosettes de podosomes parce que le TGF peut 
activer à la fois ALK5 et ALK1, mais d’autre part qu’il existe un problème de sensibilisation 
du complexe ALK1/ALK5 en réponse au TGF dans les HPAEc.  Ainsi, nous montrons que 
BMP9 et TGF sont effectivement 2 ligands de ALK1 mais que seule la signalisation 
TGF/ALK1 induit la formation de rosettes de podosomes dans les BAEc. 
 




1. 3.   L’endogline régule différemment les réponses cellulaires dans les BAEc et les 
HPAEc 
 
L’endogline est un co-récepteur qui contribue notamment à moduler la signalisation du TGF. 
Il est décrit que l’endogline favorise la signalisation TGF/ALK1 et inhibe indirectement la 
signalisation TGF/ALK5 (Lebrin, Goumans et al. 2004). Cependant, certaines études 
attribuent à l’endogline un effet inhibiteur de la signalisation ALK1, sans toutefois affecter la 
signalisation TGFl5 mais en régulant le ratio de récepteurs présents à la membrane 
(Pece-Barbara, Vera et al. 2005).  
Plusieurs explications peuvent être à l’origine des résultats obtenus précédemment sur la 
différence de réponse des BAEc et des HPAEc. Nous avons choisi de rechercher la 
contribution de l’endogline en examinant l’effet d’une déplétion de l’endogline sur la 
formation des podosomes dans ces 2 modèles cellulaires. Après transfection de siRNA ciblant 
différentes séquences de l’endogline dans les BAEc, les analyses en qRT-PCR révèlent que 
seules la séquence n°3 et le mélange des séquences 2+3 est efficace quant à l’extinction du 
transcrit de l’endogline, sans affecter celui de ALK1 (figure 46A, a, b). Cependant, nous 
observons que la séquence n°3 inhibe la formation des podosomes en réponse au TGF alors 
que le mélange des séquences 2+3 n’a pas d’effet significatif (figure 46B) (les résultats 
obtenus avec la séquence n°1 ne sont pas montrés car elle n’est pas efficace). Ces résultats 
suggèrent que l’endogline est impliquée dans la régulation de la formation des rosettes de 
podosomes. Mais les résultats obtenus avec les différentes séquences ne sont pas 
suffisamment clairs pour aboutir à une conclusion définitive.  
 





Figure 46 : L’endogline ne semble pas être impliquée dans la formation des rosettes de podosomes en 
réponse au TG dans les BAEc. (A) Contrôle de l’efficacité des siRNA dirigés contre différentes séquences de 
l’ARNm de l’endogline par analyse en qRT-PCR des transcrits de l’endogline (Endog 2+3 : mélange en 
proportion égale des 2 séquences de siRNA endogline) (a) et des transcrits de ALK1 (b). 
 (B) Quantification du nombre de rosettes formées en réponse au TGF sur des BAEc transfectées par un siRNA 
contrôle ou par le(s) siRNA endogline indiqué(s). Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport au 
contrôle traité TGF rapporté à 100%. (n=3, +/- écart-type) 
 
 
Dans les HPAEc, l’extinction de ALK1 ou de ALK5 par des siRNA spécifiques n’affecte pas 
la formation des podosomes spontanés, ni la formation des podosomes en réponse au PMA 
(figure 47A).  A l’inverse et de façon surprenante, l’utilisation de siRNA spécifiques d’une 
séquence humaine de l’endogline n’a pas d’effet sur la formation des podosomes en réponse 
au PMA, mais augmente considérablement la formation des podosomes spontanés de l’ordre 
de 4,98 fois (figure 47A).  
La localisation des récepteurs au TGF à la membrane est mal connue et controversée. Les 
cavéoles (Santibanez, Blanco et al. 2008) et les jonctions cellulaires (en présence de TGF) 
(Rudini, Felici et al. 2008) pourraient être des sites privilégiés. Il nous est donc apparu 
intéressant de déterminer la localisation de ALK1, ALK5 et de l’endogline dans les 2 modèles 
cellulaires. Les images en immunofluorescence dans les BAEc et les HPAEc ont montré une 




localisation de ces récepteurs de façon uniforme dans la cellule, sans différence notable entre 
les 2 types cellulaires et sans révéler de localisation particulière de ALK1 et ALK5, avec ou 
sans stimulation au TGF ou au PMA, dans les BAEc et les HPAEc respectivement, ni dans 
les cellules avec ou sans podosomes (résultats non montrés).  Cependant, la localisation en 
immunofluorescence de l’endogline dans les HPAEc illustre une localisation singulière de 
celle-ci, avec un marquage homogène sur toute la cellule, sauf au niveau des rosettes de 
podosomes complètement formées, où l’endogline apparaît totalement exclue (figure 47B). 
Malheureusement, nous ne pouvons comparer la localisation de l’endogline dans les BAEc 
par manque d’anticorps efficaces. 
 
Figure 47 : L’endogline est impliquée dans la formation des podosomes spontanés dans les HPAEc. (A) 
Quantification du nombre de podosomes spontanés ou formés en réponse au PMA sur des HPAEc transfectées 
par un siRNA contrôle ou par un siRNA spécifique de ALK1, de ALK5 ou de CD105 humain. Les résultats sont 
exprimés en pourcentage par rapport au contrôle non traité PMA rapporté à 100%.  
(B) Localisation en immunofluorescence de CD105 révélé par l’anticorps anti-CD105 clone SN6h et l’anticorps 
anti-souris 488. Les podosomes sont visualisés par le marquage de la F-actine par la phalloïdine 546. Encadré : 
zoom de la rosette de podosomes montrant une exclusion de CD105 dans la zone bien formée de la rosette 
(flèche) dans les HPAEc. 
 
 




Ainsi, ces résultats suggèrent un rôle de l’endogline différent dans les 2 types cellulaires. En 
effet, dans le modèle des HPAEc, l’endogline semble s’opposer à la formation des podosomes 
spontanés comme le suggère l’utilisation des siRNA. En revanche, elle ne paraît pas avoir un 
rôle majeur dans la formation des rosettes de podosomes en réponse au TFG dans les BAEc. 
Cependant, nous ne pouvons conclure si l’augmentation des podosomes observée par 
l’absence d’endogline dans les HPAEc est due à une sensibilisation de la cellule à une 
signalisation TGFsachant que l’endogline peut réguler des réponses cellulaires 
indépendamment du TGF (Conley, Koleva et al. 2004; Sanz-Rodriguez, Guerrero-Esteo et 
al. 2004). En effet, le TGF ne stimule pas la formation des podosomes dans les HPAEc 
transfectées par siRNA spécifique de l’endogline. Cependant, nous ne pouvons pas exclure la 
possibilité de la présence de TGF actif dans le milieu suite aux conséquences de la perte de 
l’endogline, permettant alors une réponse dépendante du TGF dans la formation des 
podosomes. Il serait ainsi intéressant d’une part d’analyser dans les HPAEc transfectées avec 
le siRNA spécifique de l’endogline le niveau de phosphorylation des Smads 1/5 et des Smads 
2/3, mais aussi le nombre de podosomes formés en présence de SB431542 ou un anti-TGF, 
ou encore de tester si le surnageant des cellules HPAEC transfectées par un siRNA endogline 
stimule la formation des podosomes dans les BAEc. Ces analyses permettraient de vérifier si 
les HPAEc sont insensibles à la réponse TGFALK1/ALK5dû à la présence de l’endogline 
et expliqueraient en partie pourquoi elles ne forment pas de podosomes en réponse au TGF. 
Mais cela n’expliquera pas pourquoi l’endogline a des effets opposés dans ces 2 types 
cellulaires. Plusieurs hypothèses peuvent être avancées. On peut d’abord proposer que les 
ratios d’ALK1, ALK5 et endogline sont différents à la surface des cellules endothéliales des 
deux modèles. Nous pouvons postuler d’après le modèle de Pece-Barbara et al, que 
l’endogline est peu présente à la surface des BAEc permettant ainsi de favoriser la formation 
de complexes ALK1/ALK5. A l’inverse, l’endogline serait fortement présente à la surface de 
la membrane des HPAEc (ce que laisse suggérer le marquage en immunofluorescence), 
défavorisant ainsi la formation de complexes ALK1/ALK5.  Nous recherchons ainsi de quelle 
façon l’endogline contribue à moduler la signalisation TGF dans les BAEc afin de 
déterminer si elle favorise ou non l’une des signalisations, ALK1 ou ALK5. Une deuxième 
hypothèse est celle qui impliquerait seulement l’endogline. En effet, il est important de noter 
que l’endogline existe sous forme soluble et membranaire, ces deux isoformes ayant des effets 
distincts (Blanco, Grande et al. 2008; Velasco, Alvarez-Munoz et al. 2008). Ainsi, un autre 
argument en faveur des effets opposés observés sur la formation des podosomes dans les 




BAEc et les HAPEc serait la présence de l’une et/ou l’autre isoforme dans des ratios distincts. 
Cependant, les hypothèses d’une contribution de co-récepteurs ne sont pas les seules 
envisageables. Nous pouvons ainsi postuler que dans les HPAEc, ALK1 s’associerait 
préférentiellement à BMPRII, ce qui défavoriserait son interaction dans le complexe avec 
TRII rendant ainsi la réponse TGF/ALK1 improductive. 
L’ensemble de ces résultats indiquent que ALK1 régule la formation des podosomes 
spécifiquement en réponse au TGF et mettent à nouveau en avant la complexité de la 
signalisation TGF qui est donc dépendante du contexte mais dont les effets sont aussi 
différents suivant l’origine vasculaire endothéliale. En effet, les conditions de culture des 
BAEc et des HPAEc sont identiques. Par contre les HPAEc d’origine artérielle pulmonaire et 
les BAEc d’origine aortique semblent posséder des propriétés différentes. Dans la physiologie 
de l’arbre vasculaire, ces 2 types de cellules endothéliales sont notamment soumises à des 
contraintes mécaniques différentes, reposent sur une matrice extracellulaire dont la 
composition et la rigidité sont distinctes, répondent à un environnement particulier et 
l’ensemble de ces différences contribuent à modifier le comportement mais aussi le profil 
d’expression génique de la cellule endothéliale. 
 
2. TGF/ALK1 induit la formation de rosettes de podosomes dans un 
contexte d’activation de la cellule endothéliale. 
 
2. 1.   ALK1 favorise l’invasion des BAEc en réponse au TGF 
 
Les résultats exposés précédemment ont mis en évidence la contribution essentielle et 
spécifique de la signalisation TGF/ALK1 dans la régulation de la formation des rosettes de 
podosomes dans les BAEc. Cependant, le rôle de ALK1 sur la cellule endothéliale reste 
aujourd’hui discuté, comme cité plus haut. Afin de mieux comprendre dans quel contexte 
peuvent se former les rosettes de podosomes pour obtenir des éléments nouveaux susceptibles 
de comprendre leur éventuelle fonction physiopathologique, nous avons recherché la 
contribution de ALK1 dans l’activation ou la quiescence de la cellule endothéliale en présence 
des 2 ligands de ALK1 : TGF qui induit la formation de rosettes de podosomes, et BMP9 qui 
n’induit pas de rosettes de podosomes et antagonise la réponse TGF dans les BAEc.  




Notre équipe a montré récemment que TGF induit la formation d’ébauches vasculaires dans 
des tests d’angiogénèse in vitro en gels de collagène I (Varon, Basoni et al. 2006). Nous avons 
répété ce test en présence de BMP9. Nous observons que les cellules stimulées au TGF 
induisent la formation d’ébauches vasculaires, tandis que les cellules traitées au BMP9 n’en 
forment pas, tout comme les cellules contrôles (figure 48A).  Il est à noter que les HPAEc qui 
ne forment pas de rosettes de podosomes en réponse au TGF, ne forment pas non plus 
d’ébauches vasculaires dans ces tests. Lorsque les BAEc sont transfectées avec le siRNA 
ALK1 (mélange des séquences 1+2+3), puis déposées à confluence sur un gel de collagène I, 
nous observons qu’elles sont incapables de s’étaler et donc de former des tubes, quelques 
soient les conditions (CT, TGF, BMP9) (figure 48B).    
 
 





Figure 48 : Les BAEc forment des tubes en réponse au TGF mais pas au BMP9 dans les tests 
d’angiogénèse in vitro. (A) Images représentatives en contraste de phase à l’objectif 4X de BAEc déposées à 
confluence sur un gel de collagène I et stimulées ou non au TGF ou au BMP9 pendant 5 jours. Les flèches 
indiquent les néocapillaires (tubes). 
(B) Les  BAEc sont transfectées par le mélange des différentes séquences de siRNA dirigées contre ALK1, 
détachées et déposées à confluence sur un gel de collagène I. Images représentatives en contraste de phase à 
l’objectif 10X après stimulation ou non au TGF ou au BMP9 pendant 5 jours. 
 
Afin de poursuivre l’investigation quant à la contribution de ALK1 sur les capacités invasives 
des cellules endothéliales aortiques, nous avons réalisé des tests à partir d’anneaux aortiques 
(« aortic ring assay ») avec les souris hétérozygotes ALK1 âgées de plus d’1 an. Après 5 
jours, les anneaux issus de souris sauvages exposés au TGF forment beaucoup plus de 
nouveaux bourgeonnements comparativement aux anneaux issus de souris non stimulées 
(figure 49A, Ba), bien que les vaisseaux nouvellement formés soient moins longs (Figure 
49A, Bb). Nous observons également que les ébauches de vaisseaux issues des anneaux 
stimulés au TGF sont d’un aspect plus épais comparativement à celles issus des anneaux 
contrôles ou traités au BMP9, dont l’observation est plus facile après 8 jours  (figure 49C) A 
l’inverse, le BMP9 ne stimule pas la formation de nouveaux bourgeonnements 
comparativement aux contrôles non traitées (figure 49A, Ba), et la longueur des vaisseaux est 
de bien moindre importance (Figure 49A, Bb).  Lorsque le même test est réalisé sur des 
anneaux aortiques issus de souris hétérozygotes ALK1, nous n’observons pas de différences 
significatives dans la formation de nouveaux bourgeonnements entre les groupes sauvages et 
hétérozygotes chez les souris contrôle ou traitées par le BMP9 tandis qu’entre les souris 
sauvages et hétérozygotes ALK1 stimulées au TGF, nous constatons que la capacité du 
TGF à favoriser la formation de nouveaux bourgeonnements est diminuée chez les souris 
hétérozygotes (figure 49A, B).  








Figure 49 : ALK1 est impliqué dans la formation de nouveaux vaisseaux en réponse au TGF dans les 
tests d’anneaux aortiques. (A) Images représentatives en contraste de phase à l’objectif 4X d’anneaux aortiques 
issus de souris sauvages ou hétérozygotes pour ALK1, traités ou non au TGF ou au BMP9 pendant 5 jours. 
 
 




(B) Quantification du nombre de bourgeonnements capillaires (ébauches de vaisseaux nouvellement sortant de 
l’anneau aortique) (a) et de la longueur de ces tubes (b) dans les tests d’anneaux aortiques issus de souris 
sauvages ou hétérozygotes pour ALK1, traités ou non au TGF ou au BMP9 pendant 5 jours. (n= 2 (8 rings par 
condition/exp), (a) test de student :*p<0,01 entre le groupe CT et + T souris sauvages, ##p<0,05 entre le groupe 
stimulé TGF des souris sauvages et hétérozygotes, (b) test de student : *p<0,05 entre le groupe non stimulé des 
souris sauvages et hétérozygotes, ##p<0,01 entre le groupe des souris sauvages CT et stimulées TGF ou BMP9) 
(C) Images représentatives en contraste de phase à l’objectif 4X de la morphologie des nouveaux vaisseaux 
formés  issus des anneaux aortiques de souris sauvages ou hétérozygotes pour ALK1, après 8 jours de 
stimulation ou non au TGF. 
 
Les données de la littérature indiquant un rôle de ALK1 en faveur de la phase de quiescence 
ont souvent été réalisées en présence de construction de ALK1 constitutivement actives ou en 
présence de BMP9 (Lamouille, Mallet et al. 2002; David, Mallet et al. 2008). Sachant que 
l’activation des Smads 1/5 est soutenue après un signal BMP9 (David, Mallet et al. 2008) 
tandis qu’elle est transitoire dans un signal TGF/ALK1, notamment due au rétrocontrôle 
négatif par Smad7 et PP1 (Goumans, Valdimarsdottir et al. 2002; Valdimarsdottir, Goumans 
et al. 2006; Varon, Tatin et al. 2006), il est attendu que les effets d’une construction de ALK1 
constitutivement active miment un signal de type BMP9. D’autres études où ALK1 est 
déficient suggèrent un rôle de ce récepteur dans les phases de maturation (Oh, Seki et al. 
2000; David, Mallet et al. 2007). Or, ces études ont été menées dans des modèles ALK1 
déficient, en absence de TGF. 
Le rôle de ALK1 dans les phases d’activation a été démontré en présence de TGF dans 
différents modèles (Goumans, Lebrin et al. 2003; Fernandez, Sanz-Rodriguez et al. 2005; 
Itoh, Itoh et al. 2009).  Cependant, certaines études montrent que TGF/ALK1 n’entre pas en 
jeu dans la phase d’activation (Lux, Salway et al. 2006; Ito, Akimoto et al. 2009). Ces 
observations peuvent être attribuées au contexte environnemental mais aussi au type cellulaire 
endothélial selon sa provenance (lit vasculaire) ou à un processus dans lequel ALK1 jouerait 
un rôle particulier comme lors du développement au stade embryonnaire, ou encore lorsqu’il 
serait réactivé chez l’adulte notamment au moment de la réparation vasculaire ou lors de la 
revascularisation (Seki, Yun et al. 2003).  Ces suggestions sont en accord avec nos résultats. 
D’une part nous montrons des réponses TGF différentes entre les BAEc d’origine aortique et 
les HPAEc d’origine artérielle pulmonaire (les HPAEc semblant se comporter comme les 
HUVECs, modèle d’étude de Lux, A. (Billottet, Rottiers et al. 2008)). D’autre part nous ne 
montrons pas de différence en termes de formation de rosettes de podosomes entre les souris 
jeunes sauvages et hétérozygtes ALK1 dans le modèle ex vivo. Enfin, nous observons un effet 




sur la formation de bourgeonnements dans les tests des anneaux aortiques réalisés avec des 
souris âgées. Nous pensons que la formation des rosettes de podosomes est un processus où 
ALK1 serait réactivé.  
En conclusion, nos résultats révèlent que TGF/ALK1 stimule l’invasion et participe donc à 
l’état d’activation de la cellule endothéliale dans le modèle des BAEc, tandis que 
BMP9/ALK1 favorise un état de quiescence de la cellule endothéliale. Ces données nous 
permettent de penser que les podosomes, induits par TGF/ALK1, sont associés à des 
contextes physiopathologiques particuliers dans lesquels les cellules endothéliales sont 
activées. L’augmentation de certains marqueurs d’activation des cellules endothéliales dans 
les cellules qui présentent des podosomes, comme par exemple l’intégrine 3 témoigne dans 
ce sens. Pour compléter cette étude, nous avons donc examiné l’expression d’autres 
marqueurs dans les cellules endothéliales présentant des podosomes. 
 
2. 2.  Effet de ALK1 sur la régulation de certains marqueurs de l’EndoMT en réponse au 
TGF 
 
Le TGF est un régulateur clé de la transition endothéliale mésenchymateuse (EndoMT) (un 
cas particulier mais similaire à celui de la transition épithéliale mésenchymateuse (EMT)) 
(Potts, Dagle et al. 1991; Arciniegas, Sutton et al. 1992), processus où les cellules 
endothéliales quiescentes entrent en phase d’activation en perdant leurs caractéristiques 
endothéliales en faveur de caractéristiques fibroblastiques. Cette situation est décrite 
notamment dans des pathologies telles que les cancers, la fibrose cardiaque, l’angiogénèse 
(Potenta, Zeisberg et al. 2008) ou encore le remodelage vasculaire dans l’hypertension 
artérielle (Arciniegas, Frid et al. 2007). L’EndoMT se caractérise par une transformation de la 
morphologie cellulaire, associée à une perte des contacts cellules-cellules, suivie de 
l’acquisition de propriétés migratoires et invasives et seule une faible proportion des cellules 
de l’endothélium entrent en EndoMT. Bien que l’EMT ait été montrée comme régulée par 
TGF/ALK5 (Mercado-Pimentel, Hubbard et al. 2007), ce processus n’intervient pas dans 
tous les types cellulaires, or ALK5 est ubiquitaire. D’autre part, une signalisation ALK1 
efficace nécessite la présence de ALK5, ainsi il plausible d’envisager que ALK1 pourrait 
intervenir dans ce processus. A l’appui de cette hypothèse, des études récentes décrivent 
l’expression de ALK1, jusqu’à présent montré comme essentiellement exprimé dans les 




cellules endothéliales, dans des types cellulaires sujets à l’EMT (Tulachan, Tei et al. 2007; 
Ungefroren, Schniewind et al. 2007; Yao, Zebboudj et al. 2007). Enfin, les podosomes 
présents dans une faible proportion de la population des BAEc (10 à 20%) et montrés pour 
être régulés par ALK1 précédemment, contiennent MT1-MMP et MMP9 leur conférant la 
particularité de dégrader localement la matrice extracellulaire, une autre des caractéristiques 
de l’endoMT (Xu, Lamouille et al. 2009). Nous avons alors recherché la contribution de 
TGF/ALK1 dans la régulation de certains marqueurs de l’EndMT afin de rechercher s’il 
existe une corrélation entre podosomes et EndoMT.  
Dans ces expériences, BAEc sont utilisées à confluence pour mimer la monocouche de 
l’endothélium. Dans les cellules contrôles, les BAEc sont d’aspect pavimenteux, jointives 
avec un marquage de la VE-Cadhérine continu au niveau des jonctions cellules-cellules. 
Lorsque les cellules sont stimulées au TGF, nous observons que 10 à 20% des cellules de la 
population forment des rosettes de podosomes dans un contexte qui rappelle celui de 
l’EndoMT. Nous observons en effet une perte de l’intégrité des jonctions comme en témoigne 
le marquage de la VE-Cadhérine en immunoflurescence, un marqueur clé connu pour être 
réprimé lors de l’EndoMT ; associée à l’acquisition d’un phénotype mésenchymateux. Une 
fois traitées au TGF, les cellules perdent leurs contacts cellules-cellules, la VE-Cadhérine est 
délocalisée des jonctions en faveur d’une localisation cytoplasmique et les cellules ont acquis 
un phénotype mésenchymateux de type migratoire (figure 50). Cependant, après une déplétion 
de ALK1 par siRNA, nous observons le même phénotype de type EndoMT lorsque les 
cellules sont exposées au TGF, mais avec perte de la formation des rosettes de podosomes 
(résultats non montrés).  





Figure 50 : Les rosettes de podosomes en réponse au TGF se forment dans des BAEc ayant acquis des 
caractéristiques phénotypiques rappelant l’EndMT . Les BAEc confluentes sont stimulées au TGF pendant 
24h et marquées en immunofluorescence par un anticorps dirigé contre la VE-Cadhérine et un anti-lapin 488 et 
la F-actine est marquée par la phalloïdine 546. 
 
Après avoir déterminé en qRT-PCR certains marqueurs classiques précoces induits dès 30 
min de stimulation par le TGF dans les BAEc, nous avons recherché l’impact d’une 
déplétion de ALK1 par siRNA sur les facteurs de transription, Snail, qui sont des médiateurs 
reconnus de l’EndoMT (Kokudo, Suzuki et al. 2008). Nous n’observons pas d’effets sur la 
régulation des transcrits de Snail2 (figure 51B). A l’inverse, Snail1 est augmenté lorsque 
ALK1 est déficient (figure 51C). Id1 est un gène classiquement décrit comme cible 
transriptionnelle de ALK1 (Goumans, Valdimarsdottir et al. 2002; Lux, Salway et al. 2006) et 
ce gène avait été choisi comme contrôle dans ces expériences. De façon surprenante, le niveau 
de transcrit de Id1 induit par le TGF dans les cellules traitées avec un siRNA contrôle, n’est 
pas affecté par l’absence de ALK1 (figure 51A). Certaines études ont décrit la possibilité 
d’une activation des Smads 1/5 directement par ALK5. Cette régulation pourrait exister dans 
notre modèle (voir 1. 1.) et expliquer nos résultats dans une situation où l’expression de Id1 
serait placé sous le contrôle de ALK5 et non de ALK1. A noter que Id1 peut également être 




régulé indépendamment de Smad1/5 (Veerasamy, Nguyen et al. 2009). Nous répèterons ces 
expériences avec un autre contrôle de l’extinction de ALK1. 
 
Figure 51 : Effet du siRNA ALK1 sur le niveau d’expression de transcrit de marqueurs clés de l’EndMT 
en réponse au TGF dans les BAEc. Analyse par qRT-PCR du niveau d’expression des transcrits de Id1 (A), 
Snail1 (B) et Snail2 (C) après transfection des BAEc. 
 
Nous nous sommes intéressés à un autre marqueur de l’EndMT : la fibronectine (Krug, 
Mjaatvedt et al. 1987; Roman and McDonald 1992). La fibronectine produite par les cellules 
endothéliales est dite cellulaire, c’est une forme distincte de la fibronectine plasmatique 
produite par les hépatocytes (voir chapitre suivant). Le TGF est un régulateur important de la 
fibronectine cellulaire, qui est un composant abondant de la matrice extracellulaire lors du 
développement embryonnaire. Normalement absente de l’endothélium adulte, elle est déposée 
dans des situations d’activation physiopathologique de la cellule endothéliale comme la 
cicatrisation ou certains désordres vasculaires (Clark 1990; Magnusson and Mosher 1998) .  
Des marquages en immunofluorescence dans des BAEc stimulées au TGF indiquent que la 
fibronectine est sécrétée de façon abondante sous formes de fibrilles polymérisées. Au niveau 
des rosettes de podosomes, nous observons un amas de fibronectine essentiellement 
ponctiforme à l’intérieur de la rosette (figure 52A). La fibronectine étant décrite comme 
produite dans des situations d’activation, nous avons alors comparé en Western blot l’effet du 
TGF et du BMP9 sur la production de fibronectine dans les BAEc. Nos résultats montrent 




que seul le TGF est capable de stimuler la production de fibronectine (figure 52B, a). De la 
même manière, dans les HPAEc, nous observons que le BMP9 ne stimule pas l’expression de 
fibronectine, mais étonnamment, le TGF n’augmente que très faiblement sa production. Or, 
les HPAEc possèdent une signalisation TGF/ALK5 efficace (figure 45B) et cette voie est 
habituellement décrite pour réguler la fibronectine.  
 
Ces observations amènent une différence supplémentaire entre les 2 modèles cellulaires et 
nous incitent à penser que ALK1 pourrait contribuer à la régulation de la fibronectine, ou 
d’une forme particulière de fibronectine dont il existe de nombreux variants (voir chapitre 
suivant) dans les BAEc. L’implication de ALK1 dans cette réponse a ainsi été étudiée dans 
des BAEc déplétées en ALK1 (transfectées par les séquences siRNA 1+2+3 spécifiques de 
ALK1 où le niveau d’expression de l’ensemble des transcrits et de leur produits protéique a 
été mesuré en qRT-PCR et Western blot respectivement). Le TGF augmente à la fois 
l’expression transriptionnelle et protéique de la fibronectine. Cependant les résultats révèlent 
que l’extinction de ALK1 n’a pas d’effet significatif sur le niveau d’expression global des 
transcrits de la fibronectine (figure 52C, a), mais nous observons une nette diminution de son 
expression protéique en réponse au TGF (figure 52C, b). 








Figure 52 : La fibronectine, un marqueur de l’EndoMT, est localisée aux rosettes de podosomes et est 
régulée par ALK1 en réponse au TGF dans les BAEc. (A) Marquage par immunofluorescence de la 
fibronectine (anit-fibronectine + anti-souris488) et de la F-actine (phalloïdine 546) de BAEc stimulées au TGF 
24H. 
(B) Analyse du niveau d’expression protéique de la fibronectine en Western blot après stimulation au TGF ou 
au BMP9 au temps indiqué dans les BAEc et les HPAEc. 
(C) Analyse du niveau d’expression des transcrits de la fibronectine en qRT-PCR (a) et en Western blot (b) sur 
des BAEc transfectées au phosphate de calcium par des siRNA contrôle ou spécifique de ALK1 (mélange des 3 
séquences) puis stimulées ou non au TGF(qRT-PCR : 6H, Western blot : 24H). 






Nos résultats suggèrent que ALK1 n’est pas un régulateur clé de l’EndoMT dans les BAEc. 
Cependant, l’EndoMT est un processus complexe, régulant de nombreux gènes. Or, nous 
n’avons pas réalisé ici une étude exhaustive des différents gènes impliqués. Ainsi, même si 
ALK1 semble défavoriser la signalisation TGF/ALK5 dans la régulation de Snail1, il serait 
intéressant d’explorer d’autres marqueurs tels que ceux décrits par Mercado-Pimentel, 
Hubbard et al. 2007, montrés pour être régulés par ALK5 et endogline. D’autre part, une 
recherche au niveau de la régulation transriptionnelle n’est pas suffisante. En effet, nous 
constatons que l’absence de ALK1 n’affecte pas l’ARNm de la fibronectine, alors qu’elle 
diminue considérablement son expression au niveau protéique. De plus, (si on translate les 
effets connus de l’EMT sur l’EndoMT), la littérature indique que l’EMT n’est pas seulement 
régulée au niveau transriptionnel mais aussi au niveau traductionnel par la voie mTOR et 
TGF (Shao, Evers et al. 2004; Lamouille and Derynck 2007). Cette régulation n’affecte pas 
les changements phénotypiques caractéristiques de l’EMT induits par TGF. Ceci pourrait 
être une des explications du fait que nous n’observons pas d’effet de l’absence de ALK1 sur 
le niveau transriptionnel de la fibronectine, mais aussi pourquoi l’absence de ALK1 engendre 
la perte des podosomes dans des BAEc qui gardent pourtant les caractéristiques 
morphologiques de l’EMT en réponse au TGF (images non montrées). 
Ainsi, la voie TGF/ALK1 régule la formation des rosettes de podosomes dans un contexte 
d’activation dans les BAEc. La fibronectine cellulaire est indispensable au développement de 
l’arbre vasculaire mais c’est un composant matriciel absent de l’endothélium quiescent sauf 
dans certains désordres vasculaires ou lors de la cicatrisation. Elle est donc présente lors des 
phases d’activation de la cellule endothéliale. Nos résultats montrent que la production de 
fibronectine cellulaire est fortement stimulée en réponse à la signalisation TGF/ALK1 dans 
les BAEc mais pas dans les HPAEc. Sa localisation particulière, au cœur des rosettes de 
podosomes, est intrigante. C’est pourquoi la fibronectine cellulaire apparaît comme un 
élément important lors de la formation des podosomes. Le chapitre suivant lui sera 
entièrement consacré. 
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La matrice extracellulaire, en contact direct avec la cellule, est à l’origine de nombreux 
stimuli mécano-transducteurs contrôlant ainsi de nombreuses réponses cellulaires incluant la 
migration, la prolifération, la différenciation (Davis and Senger 2005; Bowers, Banerjee et al. 
2009). L’endothélium à l’état quiescent repose sur une lame basale composée essentiellement 
de collagène IV et de laminine (laminine 8 et/ou10). Dans des contextes inflammatoires, lors  
de l’angiogénèse ou encore de dommages vasculaires, la lame basale est dégradée et une 
matrice extracellulaire provisoire est déposée, composée notamment de fibronectine dite 
cellulaire (Grant and Kleinman 1997) . Le gène codant pour la fibronectine est sujet à des 
épissages alternatifs à l’origine de 20 isoformes chez l’homme et plus de 12 chez la souris 
(Schwarzbauer, Tamkun et al. 1983; Hynes 1985; ffrench-Constant 1995; Kosmehl, Berndt et 
al. 1996). Nous pouvons différencier notamment la fibronectine plasmatique dite soluble et 
sécrétée par les hépatocytes (Tamkun and Hynes 1983), et la fibronectine cellulaire, insoluble, 
qui est celle déposée au niveau de la matrice extracellulaire. La fibronectine cellulaire 
présente plusieurs isoformes contenant les domaines EDA et/ou EDB. L’expression de la 
fibronectine cellulaire est restreinte au développement embryonnaire (Hynes 1986). Elle est 
réinduite dans certaines circonstances comme la réparation tissulaire, la fibrose, les blessures, 
l’hypertrophie cardiaque, les cancers ou encore l’angiogénèse chez l’adulte (Magnuson, 
Young et al. 1991; Pagani, Zagato et al. 1991); (Vartio, Laitinen et al. 1987; Ffrench-
Constant, Van de Water et al. 1989; Castellani, Viale et al. 1994; Jarnagin, Rockey et al. 
1994; Caputi, Melo et al. 1995; Astrof, Crowley et al. 2004; Khan, Chan et al. 2005). De 
nombreuses études génétiques chez la souris ont montré le rôle primordial de la fibronectine 
cellulaire dans le développement d’un réseau vasculaire fonctionnel et dans le maintien de son 
intégrité (Ffrench-Constant, Van de Water et al. 1989; Astrof, Crowley et al. 2007).  La 
fonction des variants contenant EDA ou EDB semble redondante car le simple KO de l’un ou 
l’autre domaine n’a pas d’effet majeur sur le développement du réseau vasculaire (Fukuda, 
Yoshida et al. 2002; Tan, Sun et al. 2004). En revanche, le double KO est responsable de 
défauts vasculaires conduisant à un phénotype embryonnaire létal (Astrof, Crowley et al. 
2007). Cependant, ces deux domaines ne possèdent que 29% d’homologie dans leur séquence, 
laissant suggérer qu’ils participent à des fonctions distinctes (White, Baralle et al. 2008). 
La fibronectine cellulaire régule de nombreux signaux intracellulaires, notamment, dans la 
biologie de la cellule endothéliale, par son interaction avec les récepteurs présents à la surface 
cellulaire que sont principalement les intégrines 51. La plupart des fonctions de la 
fibronectine sur la morphogénèse vasculaire sont médiées par l’intégrine 51 (Astrof and 
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Hynes 2009). Parmi toutes les intégrines participant à la régulation des cellules endothéliales, 
l’ablation de l’intégrine 5 chez la souris produit les défauts vasculaires les plus sévères, 
similaires à ceux engendrés par chez les souris KO pour la fibronectine (Francis, Goh et al. 
2002; Hynes, Lively et al. 2002). L’intégrine 51 lie la fibronectine sur son domaine RGD 
et son domaine de synergie qui potentialise l’affinité de 51 pour la fibronectine. Lorsque 
les domaines EDA et/ou EDB sont inclus dans la fibronectine, la fibronectine cellulaire subit 
un changement conformationnel résultant notamment au renforcement de  l’interaction entre 
l’intégrine 51 et le site RGD de la fibronectine (Krammer, Craig et al. 2002).  
Ce couple d’intégrines régule la polymérisation de la fibronectine cellulaire en réseau 
fibrillaire au cours de la fibrillogénèse. L’assemblage de la fibronectine, secrétée sous forme 
de dimère lié par des ponts disulfures (Cukierman, Pankov et al. 2002), en une matrice 
fibrillaire est initiée dès sa sécrétion, sur l’intégrine 51, et implique la kinase ILK et la 
tensine (Pankov, Cukierman et al. 2000; Vouret-Craviari, Boulter et al. 2004). La liaison des 
sites RGD de la fibronectine sur l’intégrine 51 entraîne l’agrégation des intégrines, 
permettant alors de transmettre des signaux intracellulaires, entre autre la génération de force 
de contraction via la tensine, favorable au dépliement de la fibronectine (Akiyama, Yamada et 
al. 1989; Fogerty, Akiyama et al. 1990; Pankov, Cukierman et al. 2000). La concentration de 
dimères de fibronectine dans une conformation dépliée déclenche la formation d’une matrice 
fibrillaire grâce à l’interaction des dimères de fibronectine au niveau du domaine 70 Kd situé 
dans la partie N-terminale (McKeown-Longo and Mosher 1985; McDonald, Quade et al. 
1987). La fibrillogénèse conditionne l’assemblage d’autres protéines de matrice tels que les 
collagènes ou la fibrilline1 (Velling, Risteli et al. 2002)(Kinsey, Williamson et al. 2008). Ce 
processus complexe est régulé par le TGF(Ramirez and Rifkin 2009).  
La fibronectine cellulaire apparaît donc comme systématiquement associée à un état activé de 
la cellule endothéliale. Nous avons vu précédemment que les rosettes de podosomes 
endothéliaux se formaient dans des contextes d’activation de la cellule endothéliale, en 
réponse à la signalisation TGF /ALK1 (chapitre II, partie 3). De plus, une augmentation de 
l’expression de la fibronectine cellulaire est induite par TGF/ALK1 de façon concomitante à 
la formation des rosettes de podosomes. C’est pourquoi nous avons recherché l’implication de 
la fibronectine cellulaire dans ce processus, en particulier la contribution des différents 
domaines EDA et EDB. 
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1. L’expression et la localisation de la fibronectine stimulée par TGF 
corrèle avec la formation des rosettes de podosomes.  
 
Nous avons préalablement observé que la fibronectine était localisée au cœur de la rosette de 
podosomes induits par le TGF. Nous avons voulu poursuivre cette investigation plus en 
détails. Les BAEc contrôles en culture produisent spontanément de la fibronectine que nous 
visualisons en immunofluorescence sous forme de fibrilles dispersées ou associées à la 
matrice sous-jacente de la cellule. Lorsque les cellules sont stimulées 24H au TGF, nous 
observons une augmentation de l’intensité de marquage de la fibronectine, notamment de 
l’intensité des fibrilles. Au niveau des rosettes de podosomes, la fibronectine est retrouvée 
essentiellement localisée en amas ponctiformes à l’intérieur de la rosette (figure 53A). 
Lorsque nous observons la rosette selon son axe z, dont le plan focal en xy est visualisé en 
figure 49Ba, nous constatons que la fibronectine localisée au cœur de la rosette se retrouve à 
l’extérieur mais aussi à l’intérieur de la cellule (figure 53Bb, c). 
 
La fibronectine cellulaire est normalement absente de l’endothélium quiescent, sauf dans 
certaines situations physiopathologiques. Afin de conforter l’hypothèse d’un rôle de la 
fibronectine dans la formation des rosettes de podosomes, nous avons recherché si la 
fibronectine était aussi localisée au cœur de la rosette de podosomes induits par le TGF dans 
le modèle ex vivo. L’observation dite en face de l’endothélium en immunofluorescence 
confirme la très faible détection de fibronectine dans les endothéliums quiescents de carotides 
ou aortes murins, fixés en PFA intracardiaque. Après 24H de stimulation au TGF des 
segments de vaisseaux dans le milieu de culture, nous observons la présence de fibronectine 
sous forme de fibrilles. Lorsque les cellules présentent une rosette de podosomes, nous 
retrouvons une localisation de la fibronectine similaire à celle in vitro, à savoir au cœur de la 
rosette (figure 54A). De la même façon, une observation selon l’axe z, nous permet de 
constater que la fibronectine localisée au cœur de la rosette se retrouve à l’intérieur et à 
l’extérieur de la cellule (figure 54B).  
Cette localisation particulière de la fibronectine en amas ponctiformes au niveau de la rosette 
de podosomes, tant in vitro qu’in vivo, nous laisse ainsi penser que la rosette pourrait être une 
zone de  sécrétion et de polymérisation de la fibronectine, et/ ou d’endocytose de cette 
protéine.  







Figure 53 : La fibronectine est localisée aux rosettes de podosomes dans les BAEc stimulées au TGF. (A) 
Localisation en immunofluorescence de la fibronectine totale dans les BAEc stimulées ou non 24H au TGF. 
Les podosomes sont visualisés par le marquage de la F-actine par la phalloïdine 546. Encadré : zoom de la 
rosette de podosomes montrant la fibronectine sous forme de patch au cœur de la rosette. (barre=20µm) 
(B) Localisation de la fibronectine totale comme en (A) au niveau de la rosette de podosomes selon l’axe z. 
Image d’un plan focal de la rosette de podosomes (a) et de ses projections selon l’axe yz (b) et xy (c) montrant 
l’accumulation de fibronectine à l’extérieur et l’intérieur de la cellule. (barre=10µm)  
 







Figure 54 : La fibronectine totale est localisée aux rosettes de podosomes dans le modèle des carotides ex 
vivo en réponse au TGF. (A) Localisation en immunofluorescence de la fibronectine totale dans les carotides 
fixées à la PFA 4% en intracardiaque (CT) ou stimulées 24H au TGF, après fixation des échantillons. Les 
podosomes sont visualisés par le marquage de la F-actine par la phalloïdine 546. Encadré : zoom de la rosette de 
podosomes montrant la fibronectine accumulée au cœur de la rosette. 
(B) Galerie des différents plans focaux de la rosette encadrée en (A) montrant la fibronectine au cœur de la 
rosette le long de l’axe z. La fibronectine apparaît avant la rosette de podosomes.  
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Nous nous sommes alors intéressés à rechercher si la production de fibronectine était 
temporellement liée avec la formation des podosomes dans les BAEc en réponse au TGF. 
Dans une analyse cinétique, nous observons que les premiers podosomes apparaissent dès 6H 
de stimulation TGF pour augmenter régulièrement jusqu’à atteindre un plateau (figure 55A, 
(Varon, Tatin et al. 2006). De la même façon, leur activité de dégradation apparaît à 6H de 
stimulation, mais celle-ci s’avère efficace à partir de 10H de stimulation au TGF. 
L’augmentation de l’expression protéique de la fibronectine est décelable dès 4h de 
stimulation au TGF, puis nous observons une augmentation régulière jusqu’à 24H (figure 
55B). Nous avons recherché si la production de fibronectine était dépendante du type de 
matrice sur lequel sont déposées les cellules. Nous avons comparé les réponses sur une 
matrice de laminine ou de collagène I, deux composants matriciels de la matrice normale ou 
pathologique respectivement. Nous constatons que l’augmentation de l’expression de la 
fibronectine en réponse au TGF est potentialisée lorsque les cellules sont déposées sur une 
matrice de collagène I, mais est diminuée sur une matrice de laminine (figure 56A). Nous 
observons que la formation des rosettes de podosomes est nettement diminuée sur laminine, 
bien que le collagène I ne favorise pas celle-ci (figure 56B).  
Ces résultats semblent indiquer que la fibronectine interviendrait en amont de la formation des 
rosettes de podosomes. Les résultats présentés dans la partie II, chapitre 1 (Rottiers, Saltel et 
al. 2009) ont montré que les podosomes sont normalement absents de l’endothélium sain. Nos 
résultats montrant que l’assemblage des rosettes de podosomes est défavorisé sur laminine 
confortent l’idée que les rosettes de podosomes sont préférentiellement retrouvées dans des 
situations pathologiques où l’endothélium repose sur une membrane basale modifiée 
(fibronectine et collagène I) et où il est activé.  
 






Figure 55 : Les BAEc stimulées au TGF produisent de la fibronectine de façon concomitante avec 
l’apparition des rosettes de podosomes. (A) Cinétique de formation des rosettes de podosomes et de l’activité 
de dégradation qui leur est associé, en réponse au TGF.  
(B) Expression de la fibronectine totale. au cours de différents temps de stimulation des BAEc  au TGF en 





Figure 56 : Une matrice constituée de laminine diminue l’expression de la fibronectine totale et la 
formation des rosettes de podosomes en réponse au TGF dans les BAEc. (A) Analyse en Western blot du 
niveau d’expression de la fibronectine totale dans les BAEc déposées sur du plastique, du collagène I (queue de 
rat) ou de la laminine (d’origine placentaire) et stimulées ou non au TGF 24H. 
(B) Quantification du nombre de rosettes formées en réponse au TGF dans les BAEc déposées sur verre, 
collagène I (queue de rat) ou de la laminine (d’origine placentaire) et stimulées au TGF 24H. Les résultats sont 
exprimés en pourcentage de la réponse contrôle : cellules stimulées au TGF, rapportée à 100%.  (n=3, 
*p<0,05). 
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2. Les intégrines 51 sont régulées par le TGFet sont localisées à la 
rosette de podosomes 
Parce que la fibronectine est détectée au cœur de la rosette et que son principal récepteur est 
l’intégrine 51, nous avons recherché l’effet du TGF sur la localisation et l’expression des 
intégrines 5 et 1. Dans notre modèle, les analyses en Western blot montrent que le TGF 
augmente l’expression de l’intégrine 5 sans affecter celle de l’intégrine 1 (figure 57A). 
Cependant, le TGF régule la localisation des deux intégrines. Nous observons en 
immunofluorescence, que les intégrines 5 et la forme active de 1 (épitope 9EG7) sont 
localisées essentiellement au niveau des adhésions fibrillaires dans les BAEc non stimulées au 
TGF (figure 57B a, b). Lorsque les BAEc sont stimulées au TGF, nous constatons que, bien 
que le TGF n’augmente pas l’expression de 1 (figure 57A), il stimule son activité comme 
le montre le marquage plus intense de la forme active de 1 aux adhésions fibrillaires 
contenant la fibronectine (figure 57D et 58A) comparativement aux marquage dans les 
cellules contrôles (figure 57Bb). L’immuno-marquage avec l’anticorps anti-5 (non sélectif 
de la forme activée de l’intégrine), présente un marquage de même type (figure 57C). Enfin, 
nous observons dans les cellules présentant des rosettes de podosomes, la présence de ces 
intégrines essentiellement de part et d’autre de la rosette et plus rarement une localisation des 
ces intégrines en amas, localisés au cœur de la rosette avec la présence de nombreuses 
vésicules (figure 57C, D).  
 


















Figure 57 : Les intégrines 5 et 1 sont localisées à la rosette de podosomes en réponse au TGF dans les 
BAEc. (A) Analyse en Western blot du niveau d’expression de l’intégrine 1 et 5 totales dans les BAEc 
stimulées ou non au TGF 24H.   
(B) Localisation de l’intégrine 5 (a) et 1 active (b) en immunofluorescence dans les BAEc contrôle déposées 
sur verre 24H. Le cytosquelette est visualisé par un marquage à la phalloïdine 546. (flèche blanche : adhésions 
fibrillaires, flèche jaune : contacts focaux) (barre=10µm) 
(C) Localisation de l’intégrine 5 en immunofluorescence au niveau de la rosette de podosomes (visualisée par 
le marquage de la F-actine par la phalloïdine 546) dans les BAEc déposées sur verre et stimulées au TGF 24H. 
Nous observons un marquage au cœur (rare) ou de part et d’autre de la rosette (fréquent). (barre=10µm) 
(D) Localisation de l’intégrine 1 active en immunofluorescence au niveau de la rosette de podosomes 
(visualisée par le marquage de la F-actine par la phalloïdine 546) dans les BAEc déposées sur verre et stimulées 
au TGF 24H. Nous observons, comme pour l’intégrine 5, un marquage au cœur (rare) ou de par et d’autre de 
la rosette (fréquent). (barre=10µm) 
 
 




Nous avons remarqué que la forme activée de 1 est localisée aux adhésions fibrillaires 
associée à la fibronectine sous jacente (figure 58A). Au niveau des rosettes de podosomes, 
nous retrouvons une colocalisation de 1 et de la fibronectine sur le pourtour extérieur de la 
rosette. Cependant, nous retrouvons certaines vésicules de 1 actives contenant de la 
fibronectine au niveau basal et apical, suggérant qu’il existe une activité d’endocytose de la 
fibronectine associée à 1 (figure 58Ba, b). En effet, des études récentes indiquent un rôle des 
intégrines  51 dans la régulation du turnover de la fibronectine grâce au processus 
d’endocytose de la fibronectine dans des vésicules lysosomales (Shi and Sottile 2008). 
Cependant, toutes les vésicules de 1 ne contiennent pas de la fibronectine, et vice-versa, tous 
les amas ponctiformes de fibronectine ne sont pas colocalisés avec la forme active de 1.  
Ainsi, ces différents marquages révèlent que la rosette de podosomes pourrait être un lieu 
privilégié de régulation de la fibronectine, soit en régulant son activité de polymérisation, 
comme le suggère la présence des intégrines 51 au cœur de la rosette non associées à des 
vésicules d’endocytose, soit encore en régulant le turnover de la fibronectine dans des 
vésicules d’endocytose. La rosette de podosomes semble ainsi jouer un rôle important dans le 
remodelage de la fibronectine et donc participer à des processus cellulaires et biologiques 
importants, tel le remodelage de la matrice vasculaire. 
 





Figure 58 : Distribution de l’intégrine 1 active et de la fibronectine dans les BAEc stimulées au TGF. 
(A) Localisation par immunofluorescence de la fibronectine et de l’intégrine 1 active dans les BAEc déposées 
sur verre et stimulées au TGF 24H (flèches : adhésions fibrillaires). (barre=20µm). 
(B) Localisation de la fibronectine totale et de l’intégrine 1 active au niveau d’une rosette de podosomes dans 
les BAEc stimulées 24H au TGF dans le plan focal basal de la cellule (a) et dans le plan focal apical de la 
cellule (b). Nous observons la colocalisation de la fibronectine et de l’intégrine 1 active au pourtour de la 
rosette et la présence de fibronectine et d’intégrines 1 actives qui co-localisent au cœur de la rosette. 
(barre=5µm) 
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3. Les intégrines 51 régulent la formation des rosettes de podosomes en 
réponse au TGF dans les BAEc  
 
Puisque 51 régule la polymérisation et la dégradation de la fibronectine, nous avons 
recherché si 51 était directement impliqué dans la régulation de la formation des rosettes de 
podosomes et constituait le pivot du couplage entre fibronectine et rosette de podosomes.   
L’utilisation de peptides RGD diminue la formation des rosettes de podosomes en réponse au 
TGF. Ainsi, la formation des rosettes de podosomes est dépendante des intégrines 
reconnaissant le motif RGD sur leur ligand matriciel, tel que 51 sur la fibronectine (figure 
59A). Puisque l’intégrine 1 peut s’associer à d’autres sous-unités  que 5, et que 51 est 
le couple d’intégrines principal impliqué dans les fonctions liées à la fibronectine cellulaire, 
nous avons décidé de nous intéresser à la sous-unité 5, qui elle ne peut s’associer qu’à 1, 
pour nos études d’inhibition de l’activité ou de l’expression des intégrines. Lorsque nous 
utilisons un anticorps bloquant dirigé contre la sous-unité 5 (clone P1D6), nous constatons 
une diminution de la formation des rosettes de podosomes. Cette diminution est faible, bien 
que significative (figure 59B). Cependant, l’utilisation des anticorps bloquants ne se fait pas 
dans des conditions idéales. En effet, ces outils sont généralement utilisés sur des cellules en 
suspension et à 4°C afin d’éviter les processus d’internalisation des récepteurs. Pour  
permettre la formation des rosettes de podosomes,  l’expérience a été conduite  ici à 37°C et 
dans des conditions où les cellules sont adhérentes, des conditions qui peuvent limiter l’accès 
des anticorps au niveau de la surface basale de la cellule, et sans maîtrise des processus 
d’internalisation des anticorps. Aussi, il est à noter que l’anticorps utilisé (clone P1D6) a pour 
fonction de bloquer la liaison à la séquence synergique, correspondant donc à la séquence 
augmentant l’affinité de l’intégrine pour la fibronectine, mais qui n’est pas indispensable à la 
reconnaissance pour le domaine RGD (Mould, Askari et al. 1997; Burrows, Clark et al. 1999). 
Enfin, parceque nous sommes dans un modèle bovin, et que le P1D6 est dirigé contre la sous-
unité 5 d’origine humaine, cet anticorps peut avoir une faible affinité pour la forme bovine 
et dons s’avérer moins efficace. Nous avons donc entrepris de confirmer nos résultats en 
inhibant l’expression de l’intégrine 5 par l’utilisation de siRNA spécifiques. L’extinction de 
l’intégrine 5, dont l’efficacité a été déterminée au niveau protéique en Western blot (figure 
59C, a) diminue la formation des rosettes de podosomes et l’activité de dégradation qui leur 
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est associé (figure 59C, b).  Nous confirmons ainsi l’importance de l’intégrine 5 dans le 
processus de formation des rosettes de podosomes. 
 
Figure 59 : L’intégrine 5 régule la formation des rosettes de podosomes dans les BAEc stimulées au 
TGF 24H. (A) Quantification du nombre de rosettes formées en réponse au TGF dans les BAEc contrôles, 
traitées avec le peptide RGD ou son contrôle RAD après stimulation au TGF et 2H avant la fixation PFA 4%. 
Les résultats sont exprimés en pourcentage de la réponse contrôle : cellules stimulées TGF, rapporté à 100%. 
(n=3, test de student : * p<0,01). 
(B) Quantification du nombre de rosettes formées en réponse au TGF dans les BAEc contrôles, traitées avec 
une IgG ou l’anticorps bloquant P1D6 dirigé contre l’intégrine 5 après stimulation au TGF et 2H avant la 
fixation PFA 4%. Les résultats sont exprimés en pourcentage de la réponse contrôle : cellules stimulées TGF 
rapporté à 100%. (n=4, test de student : * p<0,05). 
(C) Les BAEc sont transfectées au PCa par des siRNA contrôle ou spécifiques de l’intégrine 5  puis stimulées 
ou non au TGF 24H (a) analyse du niveau d’expression protéique de l’intégrine 5  en Western Blot et (b) 
quantification du nombre de rosettes formées et de la dégradation qui leur est associé en réponse au TGF. Les 
résultats sont exprimés en pourcentage de la réponse contrôle : cellules stimulées TGF, rapporté à 100%. (n=3, 
test de student : * p<0,05, **p<0,01). 
 
Nous avons recherché s’il était possible d’augmenter la formation des rosettes de podosomes 
par l’utilisation d’anticorps agonistes, ici de l’intégrine 1. Les clones 9EG7 et TS2/16 
possèdent cette propriété. Lorsque nous incubons les BAEc stimulées au TGF avec ces 
agonistes pendant 2H à 37°C, nous observons une augmentation d’environs 1/3 de la 
formation des rosettes de podosomes (figure 60A, B). Des études bibliographiques indiquent 
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que le TGF phosphoryle l’intégrine 1 au niveau des thréonines 788 et 789, et que ces 
phosphorylations seraient entre autre responsables d’un signal « inside-out » démasquant 
l’épitope reconnu par les anticorps 9EG7 et TS2/16 au niveau extracellulaire, et engendrant 
un changement conformationnel de l’intégrine. La présence de ces phosphorylations serait 
associée au pouvoir invasif des carcinomes hépatocellulaires (Wennerberg, Fassler et al. 
1998; Nilsson, Kaniowska et al. 2006; Fransvea, Angelotti et al. 2008). Dans notre modèle, le 
TGF régule l’activité de ces phosphorylations sur l’intégrine 1. L’augmentation est très 
nette à 6H de stimulation TGF, au moment de l’apparition des premières rosettes de 
podosomes (figure 60C). Nous avons alors testé si l’activation de l’intégrine 1 par le 9EG7 
pouvait rétablir la formation des rosettes de podosomes en absence de fibronectine. Bien que 
la déplétion de la fibronectine après transfection des BAEc par un siRNA spécifique n’affecte 
pas l’expression de l’intégrine 1 (figure 60D, a), elle diminue l’intensité du marquage de la 
forme active de 1 à la surface de la cellule (figure 60D, b). Ces résultats pourraient 
s’expliquer par une modification de l’expression de 1 à la surface cellulaire (et donc de 
51) et de là, expliquer l’incapacité de l’anticorps 9EG7 à restaurer la formation des rosettes 
de podosomes en absence de fibronectine. 
Bien que nous nous soyons focalisés ici sur l’intégrine 51 car décrit comme récepteur 
principal des fonctions de la fibronectine, d’autres récepteurs interagissent avec la 
fibronectine tels que v3 et v5. Lorsque nous utilisons des anticorps bloquants dirigés 
contre l’intégrine v3 (clone LM609), ceux-ci n’affectent pas la formation des rosettes de 
podosomes en réponse au TGF, dans les mêmes conditions utilisées pour l’anticorps 
bloquant dirigé contre l’intégrine 5 (résultats non montrés). Cependant, de part les 
conditions « non idéales » de cette approche expérimentale, il serait intéressant de confirmer 
la contribution réelle de v3 sur la formation des podosomes, mais aussi celle de v5, par 






















Figure 60 : L’intégrine 1 régule la formation des rosettes de podosomes dans les BAEc stimulées au 
TGF 24H. (A) Quantification du nombre de rosettes formées en réponse au TGF dans les BAEc contrôles, 
traitées avec une IgG ou les anticorps agonistes 9EG7 et TS2/16 spécifiques de l’intégrine 1 après stimulation 
au TGF et 2H avant la fixation PFA 4%. Les résultats sont exprimés en pourcentage de la réponse contrôle : 
cellules stimulées TGF, rapporté à 100% (n=5, test de student : * p<0,01). 
(B) Localisation en immunofluorescence de l’intégrine 1 active dans les BAEc stimulées au TGF24H et 
traitées ou non avec l’anticorps agoniste 9EG7 2H avant la fixation PFA 4%. (barre=20µm). 
(C) Analyse en Western blot du niveau de phosphorylation de la thréonine 788 et 789 de l’intégrine 1 
(phosphorylation intracellulaire libérant l’épitope 9EG7) sur des BAEc en 0,3% de sérum et stimulées au 
TGFaux différents temps indiqués.  
(D) Transfection des BAEc au phosphate de calcium par des siRNA contrôles ou spécifiques de la fibronectine 
(fibro2) et analyse en Western blot du niveau d’expression protéique de l’intégrine 1 (a) et de la localisation en 
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4. la fibrillogénèse n’est pas nécessaire à la formation des rosettes de 
podosomes 
La production de fibronectine apparaît associée à la formation des rosettes de podosomes en 
réponse au TGF et l’intégrine 51 est impliquée dans leur formation. Nous avons alors 
recherché si l’organisation de la fibronectine en fibrilles était nécessaire dans la formation des 
rosettes de podosomes. Nous avons utilisé un inhibiteur de la polymérisation de la 
fibronectine, le fragment 70 Kd, qui entre en compétition avec la partie N-terminale de la 
fibronectine, nécessaire à l’assemblage des fibres. En revanche, cet inhibiteur ne bloque pas 
l’interaction initiale de la fibronectine aux intégrines 51 à la surface cellulaire. Nous 
constatons que le fragment 70 Kd, bien qu’inhibant la formation des fibrilles de fibronectine 
(figure 61A), n’affecte pas la formation des rosettes de podosomes en réponse au TGF Il est 
important de noter que malgré l’inhibition de la fibrillogénèse par le 70 Kd, la fibronectine est 
toujours localisée au cœur de la rosette, suggérant que celle-ci n’est pas présente sous forme 
de fibres (figure 61B). 
Ainsi, ces résultats montrent que la formation des rosettes de podosomes est dépendante de 
l’interaction de la fibronectine cellulaire avec son récepteur 51. Bien que 51 participe 
activement à la polymérisation de la fibronectine, la formation des rosettes de podosomes 












Figure 61 : La fibrillogénèse de la fibronectine n’est pas nécessaire à la formation des rosettes de 
podosomes en réponse au TGF dans les BAEc. (A) Marquage de la fibronectine en immunofluorescence et 
de la F-actine par la phalloïdine 546 de BAEc traitées ou non avec le fragment 70 Kd de la fibronectine (75 
mg/ml) puis stimulées 1H après au TGF 24H. (barre=20µm).  
(B) Quantification du nombre de rosettes formées en réponse au TGF dans les BAEc contrôles ou traitées avec 
le fragment 70 Kd de la fibronectine. Les résultats sont exprimés en pourcentage de la réponse contrôle : cellules 
stimulées TGF, rapporté à 100% (n=3). 
 




5. La fibronectine contenant le domaine EDB est essentielle à la formation 
des rosettes de podosomes en réponse au TGF dans les BAEc 
 
La fibronectine regroupe chez l’homme jusqu’à 20 isoformes obtenues par épissage alternatif 
et conduit à la production de 2 types de fibronectine, plasmatique et cellulaire, cette dernière 
est celle dite fonctionnelle. Nous avons donc cherché à préciser le lien entre l’augmentation 
de l’expression de la fibronectine et la formation des podosomes en réponse au TGF.  
Une analyse transriptionnelle en qRT-PCR réalisée dans les BAEc nous indique que la 
fibronectine totale (ensemble de tous les transcrits) est considérablement augmentée après 6H 
de stimulation au TGF. Lorsque nous nous intéressons aux isoformes contenant les domaines 
EDA et EDB, nous constatons que ces isoformes représentent une faible proportion de la 
fibronectine totale dans les BAEc non stimulées au TGF. Cependant, la proportion de ces 
isoformes est nettement augmentée après stimulation au TGF, surtout pour les isoformes 
contenant le domaine EDB (figure 62A).  
Nous avons alors recherché l’effet d’une déplétion de la fibronectine totale, puis celui d’une 
déplétion sélective des isoformes contenant le domaine EDA et/ou EDB, sur la formation des 
rosettes de podosomes par l’utilisation de siRNA spécifiques. Nous confirmons l’efficacité 
des siRNA au niveau transriptionnel (figure 63) et protéique (figure 62B) pour la fibronectine 
totale (séquences 1 et 2, dont la 2 est plus efficace) et les isoformes contenant le domaine 
EDA. Ne disposant pas d’anticorps contre le domaine EDB, nous avons confirmé l’efficacité 
du siRNA qu’au niveau transriptionnel, par qRT-PCR (figure 63C). L’analyse par 
densitométrie de l’expression protéique de la fibronectine totale et des isoformes contenant le 
domaine EDA après transfection des BAEc avec les différentes séquences de siRNA, nous 
révèle que toutes les séquences utilisées diminuent l’expression des isoformes contenant le 
domaine EDA. En revanche, après déplétion des isoformes contenant le domaine EDA dans 
les BAEc, la fibronectine totale n’est pas affectée, suggérant que l’absence des isoformes 
contenant le domaine EDA favorise l’expression d’autres isoformes (figure 62B a, b). Nous 
observons que l’extinction de l’expression de la fibronectine totale et des isoformes contenant 
le domaine EDB diminue la formation des rosettes de podosomes et l’activité de dégradation 
qui leur est associé. A l’inverse et de façon surprenante, le siRNA spécifique de EDA 
engendre des effets opposés, à savoir une augmentation de la quantité de rosettes formées et 
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de l’activité de dégradation qui leur est associée (figure 62C a, b). Des résultats préliminaires 
avec l’utilisation d’une 2ème séquence siRNA spécifique de chacun des domaines EDA et 
EDB confirment ces résultats (figure 62C, c). Il semble donc que le domaine EDB soit 
important dans la formation des rosettes de podosomes, et que l’absence d’isoformes 
contenant le domaine EDA permettrait la présence des isoformes contenant le domaine EDB, 
favorables à la formation des rosettes de podosomes. 
Afin de vérifier si l’extinction de l’expression des transcrits contenant EDA favorise 
l’expression de transcrits dans lesquels les séquences pour EDB sont incluses, nous avons 
réalisé une analyse de l’expression des différents variants en qRT-PCR après déplétion des 
différents variant par siRNA. Nous vérifions que le siRNA ciblant la fibronectine totale 
affecte effectivement le niveau des transcrits des isoformes contenant le domaine EDA et 
EDB (figure 63A, B, C). En revanche, le siRNA ciblant la séquence EDB, bien que diminuant 
l’expression protéique des isoformes contenant le domaine EDA (figure 58B a, b), ne diminue 
pas le niveau des transcrits (figure 63B). Enfin, le siRNA spécifique de EDA n’affecte pas le 
niveau transriptionnel de EDB (figure 63C), ce qui pourrait suggérer que la proportion des 
isoformes contenant le domaine EDB est effectivement augmentée en l’absence des isoformes 
contenant le domaine EDA, et expliquerait ainsi l’augmentation de la formation de rosettes de 
podosomes en absence de EDA. Mais, compte-tenu des résultats différents entre le niveau 
transriptionnel et protéique de EDA obtenus pour le siRNA spécifique de EDB, il est 
impératif de le confirmer en Western blot à l’aide d’anticorps anti-EDB. 
Les données de la littérature indiquent que les domaines EDA et EDB ont souvent une 
fonction redondante, cependant la faible proportion d’homologie dans leur séquence semble 
indiquer une fonction distincte de ces deux domaines. Ainsi, l’ensemble de ces résultats 
montrent une fonction distincte des domaines EDA et EDB, et pour la 1
ère
 fois une fonction 
spécifique de EDB, où seul le domaine EDB favorise la formation des rosettes de podosomes 
en réponse au TGF. Afin de déterminer l’importance du domaine EDB dans la formation des 
podosomes, nous analyserons l’effet d’une surexpression du domaine EDB dans les BAEc. 
 
 

















Figure 62 : La fibronectine contenant le fragment EDB est essentielle à la formation des rosettes de 
podosomes dans les BAEc stimulées au TGF. (A) Analyse en qRT-PCR du niveau de transcrits de la 
fibronectine totale, de la fibronectine contenant le domaine EDA et de celle contenant le domaine EDB dans les 
BAEc stimulées ou non au TGF 6H.  
(B) Analyse en Western blot de l’expression protéique de la fibronectine totale ou de la fibronectine contenant le 
fragment EDA dans les BAEc transfectées au phosphate de calcium par des siRNA contrôle ou spécifiques de 2 
séquences différentes ciblant la fibronectine totale (fibro1 et fibro2), spécifiques du fragment EDA ou 
spécifiques du fragment EDB puis stimulées ou non au TGF 24H (a). Quantification par densitométrie du 
niveau d’expression protéique de la fibronectine totale et de la fibronectine contenant le domaine EDA en 
fonction des différentes séquences de siRNA utilisées (b). 
(C) Quantification du nombre de rosettes formées (a) et de la dégradation qui leur est associé (b) en réponse au 
TGF après transfection des BAEc au phosphate de calcium avec les siRNA cités en (A). Confirmation de l’effet 
observé  en (C a) sur la formation des rosettes de podosomes en absence de EDA et EDB par l’utilisation de 
siRNA dirigés contre une séquence différente de EDA et EDB (séquences EDA2 et EDB2) (c). Les résultats sont 
exprimés en pourcentage de la réponse contrôle : cellules stimulées auTGF, rapporté à 100%. (n=3, test de 
student : * p<0,05, **p<0,005). 
 
 






Figure 63 : Effet de la déplétion des transcrits codant pour la fibronectine, la fibronectine contenant EDA 
et de la fibronectine contenant EDB sur l’expression des transcrits des differentes formes de fibronectine. 
Analyse par qRT-PCR du niveau d’expression des transcrits de la fibronectine totale (A), de la fibronectine 
contenant le domaine EDA (B) et de la fibronectine contenant le domaine EDB (C) après transfection des BAEc 
au phosphate de calcium par des siRNA contrôle ou spécifiques de la fibronectine totale (fibro2), du domaine 
EDA ou du domaine EDB puis stimulées ou non au TGF6H. 
 
 
6. Recherche de la contribution des intégrines liant la fibronectine 
cellulaire  dans la régulation de la formation des rosettes de podosomes   
 
Les intégrines v3 ne sont pas exprimées par la cellule endothéliale quiescente mais leur 
expression augmente lors des conditions d’activation (Varner, Brooks et al. 1995) et est 
induite par la culture in vitro. Tout comme 51, elle est importante au cours du processus 
angiogénique mais aussi dans la polymérisation de la fibronectine. En effet, lorsque les 
cellules sont déplétées en intégrine 5 ou chez les souris KO pour 5, la fibronectine est 
toujours capable de s’agencer en une matrice fibrillaire dense, notamment due à la présence 
de v3 (Wu, Keivens et al. 1995; Wennerberg, Lohikangas et al. 1996). Ces données sont 
confirmées dans des études génétiques menées chez la souris double KO pour l’intégrine 5 
et v où une complète ablation de la formation des fibrilles de fibronectine est observée 
(Yang, Bader et al. 1999). Parce que ces intégrines sont également capables de reconnaître le 
motif RGD de la fibronectine et donc sensible au peptide RGD soluble, et parce qu’elles 
localisent aux podosomes dans de nombreux modèles, nous avons examiné leur contribution 
dans le processus de formation des rosettes de podosomes. 
Les intégrines v3 sont retrouvées localisées à la rosette de podosomes en réponse au TGF 
(Varon, Tatin et al. 2006). Nous avons alors recherché si la localisation de ce couple 
d’intégrines était perturbée après extinction de la fibronectine et des isoformes contenant le 
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domaine EDA et/ou EDB par siRNA dans les BAEc. Nous observons que sur verre ou sur 
gélatine, v3 est localisée essentiellement au niveau des contacts focaux dans les BAEc 
transfectées par un siRNA contrôle et non stimulées au TGF. Elle n’est donc pas colocalisée 
avec l’intégrine 1 qui est donc l’intégrine majoritairement associée à la fibronectine au 
niveau des adhésions fibrillaires ou encore au niveau de vésicules (figure 64A, a). Lorsque les 
cellules sont stimulées au TGF, nous observons un marquage beaucoup plus diffus de v3, 
mais qui n’est toujours pas colocalisé avec le marquage de la forme active de 1. D’autre part, 
la localisation à la rosette de podosomes n’est pas toujours évidente, contrairement à 1 qui 
est distribué de part et d’autre ou au cœur de la rosette de podosomes et où nous retrouvons 
quasi systématiquement un amoncellement de vésicules proche de la rosette (figure 64A, a).  
Lorsque les cellules sont déposées sur gélatine-FITC et traitées au TGF, nous constatons que 
l’intégrine 1 est localisée essentiellement au niveau des plaques d’adhérence mais aussi au 
niveau des contacts focaux et distribuée de part et d’autre de la rosette, plutôt qu’en son cœur. 
Or la gélatine se comporte comme du collagène dénaturé, ce qui expliquerait cette localisation 
de 1 retrouvée aux contacts focaux, beaucoup moins visualisée sur verre. Sur gélatine, la 
présence de vésicules de 1 est nettement diminuée. Nous n’observons pas de changement de 
la localisation de v3 comparativement aux cellules traitées TGF sur verre, c’est-à-dire 
qu’elle se retrouve localisée en tapis diffus (figure 64A, b). 
En revanche, dans les BAEc sur verre transfectées par le siRNA fibronectine (séquence n°2) 
et stimulées au TGF, la localisation de 1 est modifiée, comme décrit précédemment, mais 
aussi la localisation de v3. En effet, dans les BAEc traitées au TGF sur verre, nous 
observons v3 non plus localisée de façon diffuse, mais localisée aux contacts focaux, tout 
comme dans les cellules non stimulées (figure 64B, a). Cependant cette perturbation de la 
localisation de v3 en réponse au TGF sur verre n’est pas suffisante à expliquer l’absence 
de rosettes de podosomes car sur gélatine-FITC, nous n’observons pas de modifications, à 
savoir que v3 est toujours localisée de façon diffuse dans la cellule. En revanche, nous 
observons aussi sur gélatine-FITC une perturbation de l’expression de 1 active à la surface 
de la cellule, qui se retrouve essentiellement aux contacts focaux et non plus majoritairement 
aux adhésions fibrillaires (figure 64B, b).  
Dans les BAEc transfectées avec le siRNA EDA, les observations sont identiques à celles 
obtenues dans les cellules transfectées avec un siRNA contrôle (figure 64C, a, b). Enfin, dans 
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les BAEc transfectées avec le siRNA EDB, nous observons une situation similaire à celle 
observée dans les conditions où les BAEc sont transfectées avec le siRNA fibronectine, bien 
que les perturbations soient moins prononcées. Ceci peut-être expliqué en partie par 
l’efficacité moins importante du siRNA EDB, comparativement au siRNA fibronectine totale 
(séquence n°2). 
Ainsi, bien que nous puissions observer des perturbations de la localisation de v3 sur verre 
en réponse au TGF dans les BAEc déficientes en fibronectine, ceci n’explique pas l’absence 
de rosettes de podosomes car v3 n’est pas perturbée sur gélatine FITC. Nous ne pouvons 
cependant conclure ici quant à sa contribution dans la formation des rosettes de podosomes. 
Mais, il semblerait que v3 ne soit pas l’intégrine majoritaire associée à la fibronectine. En 
revanche, quelque soit la matrice, la localisation de 1 aux adhésions fibrillaires, donc 
associée à la fibronectine est perturbée. Il semblerait donc que 1 soit un acteur important 
dans la régulation de la formation des rosettes de podosomes en réponse au TGF et à la 
fibronectine. Il serait donc intéressant de déterminer dans les mêmes conditions, d’une part la 
localisation de 5 mais aussi la localisation des différents partenaires intracellulaires connus 
de 51 dans la signalisation associé à la fibronectine tels que ILK, tensine (Pankov, 
Cukierman et al. 2000; Vouret-Craviari, Boulter et al. 2004).  
































Figure 64 : Effet des siRNA spécifiques de la fibronectine totale, du fragment EDA ou du fragment EDB 
sur la localisation des intégrines 1 actives et v3 dans les BAEc (flèches blanches : adhésions fibrillaires, 
flèches jaunes : contacts focaux).  
Les BAEc sont transfectées au phosphate de calcium par : des siRNA contrôles (A) ou spécifiques de la 
fibronectine totale (fibro2) (B), du fragment EDA (C) ou du fragment EDB (D). 
(a) Localisation en immunofluorescence de l’intégrine 1 active et du couple d’intégrines v3 dans les 
BAEc déposées sur verre et stimulées ou non 24 H au TGF. 
(b) Localisation en immunofluorescence de l’intégrine 1 active ou du couple d’intégrines v3 dans les 
BAEc déposées sur gélatine-FITC et stimulées 24H au TGF. 
 
 




7. Les domaines EDA et EDB de la fibronectine régulent différemment 
l’angiogénèse in vitro des BAEc en gels de collagène I. 
La fibronectine et notamment les isoformes contenant les domaines EDA et EDB jouent un 
rôle de première importance dans le développement vasculaire et sont souvent utilisés comme 
marqueurs de sites d’activation de la cellule endothéliale in vivo (Berndorff, Borkowski et al. 
2006; Rybak, Roesli et al. 2007; Pedretti, Rancic et al. 2009). Nous avons recherché quel était 
l’effet de l’extinction de la fibronectine et des isoformes contenant l’un ou l’autre domaine sur 
les tests d’angiogénèse in vitro dans les BAEc, en tant qu’essai du pouvoir invasif. Comme 
montré précédemment, le TGF induit la formation de pseudo-vaisseaux (que nous 
nommerons vaisseaux) dans les BAEc déposées à confluence sur un gel de collagène I. 
Lorsque nous diminuons l’expression de la fibronectine ou des isoformes contenant le 
domaine EDB, nous perdons l’effet proangiogénique du TGF. Cependant, dans les BAEc 
transfectées avec le siRNA EDA, nous ne stimulons pas la formation de nouveaux vaisseaux, 
mais les BAEc se regroupent en amas cellulaires pénétrant dans le gel de collagène, suggérant 
un effet potentialisateur sur l’invasion des cellules, mais non organisée en vaisseaux (figure 
65). L’absence de EDA favorise la formation des rosettes de podosomes. Nous pouvons 
imaginer que les cellules forment des rosettes de podosomes pour initier la formation des 
vaisseaux. Mais les cellules restent regroupées en amas en l’absence de fibronectine contenant 
le domaine EDA qui pourrait être nécessaire à la guidance des cellules pour former les tubes.  
 


















Figure 65 : Effet des siRNA spécifiques de la fibronectine totale, du fragment EDA ou du fragment EDB 
sur des tests d’angiogénèse in vitro sur des BAEc. (A) Images représentatives en contraste de phase à l’objectif 
4X de BAEc déposées à confluence sur un gel de collagène I ; transfectées au phosphate de calcium par des 
siRNA contrôles ou spécifiques de la fibronectine totale (fibro2), du fragment EDA ou du fragment EDB puis 
stimulées ou non auTGF. 
(B) Quantification du nombre de vaisseaux (a) ou d’amas (b) formés dans les BAEc traitées par les différents 
siRNA cités en (A) puis stimulées ou non au TGF. 
 




Ainsi, l’ensemble de ces résultats montre que la fibronectine contenant le domaine EDB est 
essentielle à la formation des rosettes de podosomes en réponse au TGF. La fibronectine 
cellulaire (que ce soit celle contenant le domaine EDB ou EDA), de par sa conformation, 
permet l’interaction avec les intégrines 51. Ces intégrines, connues pour régulées la 
polymérisation et le turn-over de la fibronectine, ont une localisation particulière au niveau de 
la rosette de podosomes, suggérant que la rosette de podosomes est une zone privilégiée de la 
régulation de la fibronectine. Des données bibliographiques indiquent que, bien que 51 soit 
importante pour la polymérisation de la fibronectine, ce n’est pas sa fonction primordiale dans 
le développement vasculaire. En effet, les cellules déplétées en 5 ou les souris KO pour 5 
ont des défauts vasculaires sévères (Yang, Rayburn et al. 1993), ne montrent pas de défauts de 
la fibrillogénèse de la fibronectine.. De façon similaires, la fibrillogénèse n’est pas essentielle 
à la formation des rosettes de podosomes en réponse au TGF, contrairement à la fibronectine 
celluaire et son interaction avec l’intégrine 5. Ces données suggèrent un rôle des rosettes de 
podosomes dans les étapes précoces du remodelage vasculaire, avant même l’apparition d’une 
matrice de fibronectine fibrillaire et dense.   
 




















Le TGF est une cytokine de premier plan dans le maintien de l’intégrité du système 
vasculaire. Les nombreuses études visant à élucider le rôle du TGF dans la physiopathologie 
de la cellule endothéliale ont révélé la complexité des voies de signalisation et des régulations 
mises en jeu. Les effets du TGF sont souvent biphasiques, comme cela a été mis en évidence 
pour l’angiogénèse, l’athérosclérose ou encore le cancer. Les cellules endothéliales expriment 
2 récepteurs de type I, ALK5 et ALK1, ce dernier étant plus spécifique des cellules 
endothéliales. Ils exercent des effets antagonistes, bien que la nature de leur contribution, 
notamment dans l’état d’activation ou de quiescence de la cellule endothéliale, reste un sujet 
de débat. La présence de ces 2 récepteurs sur la cellule endothéliale peut expliquer, au moins 
en partie, les effets biphasiques du TGF.  
La découverte des podosomes induits par le TGF dans les cellules endothéliales aortiques 
(Varon, Tatin et al. 2006), nous amène à nous interroger sur le rôle joué par ces structures 
dans la physiopathologie vasculaire. Afin d’aborder cette question, une partie de mon travail 
de thèse a été de rechercher, in vitro, les voies de régulations impliquées et leur contexte de 
formation.  
 
La formation des podosomes en réponse au TGF sont dépendants de ALK1. 
Les podosomes se forment dans un nombre restreint de types cellulaires. Contrairement à 
ALK5, l’expression de ALK1 n’est pas ubiquitaire mais limitée à quelques types cellulaires, 
les cellules endothéliales pour l’essentiel (Roelen, van Rooijen et al. 1997; Oh, Seki et al. 
2000). Nous montrons dans notre modèle in vitro, les BAEc, que ALKl est un élément 
déterminant dans la formation des rosettes de podosomes, mais uniquement en réponse au 
TGF. Cette réponse au TGF déclenche la phosphorylation des Smad1/5. Cependant, le 
BMP9, ligand démontré de ALK1 (David, Mallet et al. 2007), n’induit pas la formation de 
podosomes dans les BAEc, malgré une augmentation importante de la phosphorylation des 
Smads 1/5, effecteurs en aval de ALK1. Nous montrons en parallèle, que les HPAEc, bien que 
possédant un récepteur ALK1 fonctionnel, sont incapables de former des podosomes en 
réponse au TGF. Ainsi, la formation des podosomes est dépendante de ALK1 mais 
uniquement lorsque celui-ci est activé par le TGF. Cette différence majeure entre ces 2 types 
cellulaires, met en évidence une fois de plus la complexité de la signalisation TGF. Il 




semblerait ainsi que la simple expression de 2 TRI à la surface des cellules endothéliales ne 
soit pas une explication suffisante à la formation des podosomes en réponse au TGF. Le 
TGF est un facteur dont l’action est largement dépendante du contexte cellulaire. Or, les 
BAEc et les HPAEc, bien que de type endothélial, ne dérivent pas de la même origine 
embryonnaire, n’appartiennent pas au même lit vasculaire et enfin ne sont pas, 
physiologiquement, soumises aux mêmes contraintes physiques. L’ensemble de ces 
différences pourrait contribuer aux effets différents du TGF. Nous pouvons par exemple 
penser qu’il manque un composant essentiel des voies de signalisation TGF/ALK1 dans les 
HPAEc pour former des podosomes en réponse au TGF. A l’inverse, elles pourraient 
posséder des composants capables d’interférer avec la signalisation TGFALK1. En résumé, 
même si ALK1 est un récepteur indispensable dans le processus de formation des podosomes, 
son expression ne reflète pas la capacité intrinsèque des cellules qui le portent à former ces 
structures. A ce jour, nous ne savons si les Smad1/5 participent à la réponse podosome ou si le 
processus est entièrement dépendant d’autres voies activées par l’activation de ALK1 par le 
TGF(figure 66). 
La comparaison de ces 2 types cellulaires présente cependant un intérêt pour comprendre les 
voies de signalisations qui régulent la formation des podosomes en réponse au TGF dans les 
BAEc. Il semble que le TGF agisse sur ALK1 pour déclencher une réponse spécifique dans 
les BAEc et ne peut exercer cette action sur ALK1 dans les HPAEc. Après avoir recherché le 
rôle des Smad1/5, il sera intéressant de comparer l’activation d’autres voies de signalisation, 
en aval du TGF dans les BAEc et les HPAEc. Décrypter les voies activées par TGF/ALK1 
dans les BAEc, mais pas dans les HPAEc (ou vice-versa), permettrait de cibler celles 
impliquées dans la formation des podosomes.  
Les voies non canoniques doivent être explorées dans la signalisation TGF/ALK1. En effet, 
le laboratoire a montré précédemment que les GTPases, RhoA et Cdc42, sont indispensables à 
la formation des podosomes en réponse au TGF. De plus, Cdc42 régule la transcription de 
MMP9 dans les BAEc en réponse au TGF, MMP impliquée dans l’activité protéolytique du 
podosome (Varon, Tatin et al. 2006). 
Le TGF induit la formation de podosomes uniquement dans les BAEc. D’autres types de 
cellules endothéliales, comme les HPAEc ou les HUVECs forment des podosomes en réponse 
aux esters de phorbol (PMA), mais pas dans les BAEc. Il est à noter que les HPAEc se 




comportent comme les HUVECs, le TGF induit la phosphorylation des Smads 2/3 dans ces 
cellules en l’absence de phosphorylation de Smad1/5, mais ces résultats ne sont pour l’instant 
que corrélatifs. Nous avons pu mettre en évidence une autre voie de régulation différente entre 
les podosomes induits par le TGF dans les BAEc et ceux induits par le PMA dans les 
HUVECs (Billottet, Rottiers et al. 2008). En effet, la formation des podosomes en réponse au 
PMA est dépendante de l’activation de PKC et implique également PKC. A l’inverse, dans 
les BAEc, les podosomes sont régulés par PKC en réponse au TGF, alors que PKC n’est 
pas nécessaire. Dans ce modèle, l’activation de PKC semble impliquée dans l’activation de 
Cdc42. Il serait intéressant d’étudier l’implication de ALK1 dans cette signalisation. 
Enfin, il a été décrit récemment que ALK1 pouvait activer la voie NF-B en réponse au TGF 
dans un modèle de neurones (Konig, Kogel et al. 2005). Dans la physiopathologie de la 
cellule endothéliale, la voie NF-B a été montrée pour être activée dans des situations 
d’activation de la cellule endothéliale, et notamment dans la progression de l’athérosclérose 
(Hajra, Evans et al. 2000; Lehoux, Castier et al. 2006; Csiszar and Ungvari 2008). Or, nous 
avons mis en évidence que les podosomes apparaissent dans un contexte d’activation de la 
cellule endothéliale (résultats discutés dans le paragraphe suivant). Des résultats préliminaires 
indiquent que TGF active la voie NF-B dans les BAEc (résultats non montrés). Il semble 
donc intéressant de vérifier la contribution de ALK1 dans cette voie. 
Un autre élément à considérer en priorité est le rôle joué par la signalisation ALK5 dans la 
réponse à ALK1. Cette question est abordée dans le paragraphe ci-dessous. 
 
Les podosomes se forment dans un contexte d’activation. 
Les données de la littérature indiquent des effets de ALK1 contradictoires quant à sa fonction 
sur l’état d’activation ou de quiescence de la cellule endothéliale.  Nous montrons dans nos 
différentes approches expérimentales, que TGF/ALK1 est impliqué dans l’invasion et donc 
dans les phases d’activation de la cellule endothéliale. Ces données suggèrent que les 
podosomes, induits par TGF/ALK1, sont donc formés dans un contexte d’activation de la 
cellule endothéliale.  
Ainsi, lorsque nous avons étudié les propriétés invasives des cellules endothéliales dans des 
tests d’anneaux aortiques isolés à partir de souris sauvages et hétérozygotes, nous avons pu 




montrer des différences significatives. A l’inverse, la capacité à former des podosomes ne 
semble pas altérée chez les souris ALK1+/-. A noter que nous avons utlilisé des souris âgées 
de plus d’un an dans le cadre de la première approche expérimentale, alors que les souris sont 
jeunes, âgées 6 à 12 semaines, dans la seconde approche. Les souris ALK1 hétérozygotes 
constituent un modèle pour l’étude de la HHT2. Cette maladie se manifeste entre autre par des 
épistaxis, des télangiectasies et des malformations artérioveineuses. Or, la pénétrance de la 
maladie dépend de l’âge de l’individu, tant chez l’humain que dans le modèle souris (Plauchu, 
de Chadarevian et al. 1989; Srinivasan, Hanes et al. 2003). Ainsi, bien qu’ALK1 semble 
important lors des étapes du développement vasculaire, son absence chez l’adulte apparaît de 
plus en plus néfaste avec l’âge. Nous pouvons penser qu’il s’agit là de manifestations 
secondaires liées à l’absence de ALK1. Mais nous pouvons aussi imaginer que ALK1 pourrait 
être à nouveau important chez l’adulte sain, plus âgé où les vaisseaux de l’arbre artériel 
subissent le vieillissement vasculaire (Brandes, Fleming et al. 2005; Donato, Black et al. 
2008), engendrant ainsi un contexte différent où ALK1 pourrait jouer un rôle. Afin de vérifier 
cette hypothèse, nous répéterons ces différentes approches sur des souris âgées de 18 à 20 
mois et comparerons le nombre de rosettes formées en réponse au TGF chez les souris 
sauvages et les souris hétérozygotes.  
De nombreuses études montrent que ALK1 est impliqué dans l’état de quiescence de la 
cellule endothéliale. Si nous nous basons sur l’étude de P. Oh, alors l’absence de ALK1 
favoriserait un contexte propice à l’angiogénèse en augmentant notamment la production de 
VEGF, et ce dans une situation normale. Ainsi, il serait intéressant d’examiner ces mêmes 
évènements et de rechercher la présence ou non de podosomes, dans un contexte enrichi en 
TGF, c'est-à-dire dans des conditions telles l’ischémie ou de perturbation de flux sanguin où 
un relargage massif et localisé de TGF actif est induit (Xu, Lee et al. 2002; Zhang and Chen 
2008). 
L’EMT peut être induite par le TGF dans les cellules épithéliales selon un processus 
dépendant de ALK5. Les BAEc semblent engager un processus de même type lorsqu’elles 
sont exposées au TGF, comme en atteste la perturbation des contacts cellules-cellules et 
l’augmentation de l’expression de marqueurs d’activation. Les podosomes se forment donc 
dans un contexte rappelant celui de l’EndoMT. Parce que les cellules traitées au TGF ont 
montré une augmentation de leurs propriétés invasives dépendantes de ALK1 dans les tests 
d’anneaux aortiques murins, nous avons recherché si ALK1 pouvait être impliqué dans le 




processus d’EndoMT. Une analyse en qRT-PCR de quelques marqueurs clés a révélé que, 
dans notre modèle, ALK1 ne diminue pas, mais au contraire augmente le niveau 
transriptionnel de Snail1, bien que ces effets restent à confirmer au niveau protéique. En effet, 
nous observons que la fibronectine, un autre marqueur de l’EndoMT, n’est pas régulée par 
TGF/ALK1 au niveau transcriptionnel, mais ALK1 intervient sur sa régulation protéique. 
L’absence de ALK1 ne participe pas à la régulation transcriptionnelle de Snail2. Si ces 
résultats sont confirmés, ils apporteront des éléments importants pour montrer une 
contribution du signal TGF/ALK5 dans le processus de formation des podosomes en réponse 
à un signal TGF/ALK1. Ces données nous inciteront à proposer d’analyser plus en détail le 
rôle de Snail1 dans le processus de formation des podosomes. Nous commencerons par 
analyser l’effet de la déplétion de Snail1 par siRNA sur la formation des podosomes en 
réponse au TGF. Ces expériences nous permettrons de déterminer si un phénomène 
d’EndoMT conditionne la formation des podosomes ou s’il est simplement concommittant. 
 
 







Figure 66 : Mécanismes de régulation et contexte de formation des podosomes en réponse au 
TGF dans le modèle des BAEc. La réponse de formation des podosomes dans les BAEc est 
dépendante de TGF et ALK1. Plusieurs voies de signalisations sont connues pour réguler les 
podosomes dans ce modèle (Varon, Tatin et al. 2006). Cependant, la contribution de ALK5 et/ou 
ALK1 reste aujourd’hui inconnue. Les podosomes se forment dans un contexte d’activation de la 
cellule endothéliale et semblent être un nouveau dispositif cellulaire intéressant dans le remodelage 
vasculaire. De façon surprenante, les cellules qui ne forment pas de podosomes en réponse au TGF, 
telles que les HPAEc, sont incapables à priori d’activer une signalisation TGF/ALK1, malgré la 
présence de ALK1 fonctionnel. Le BMP9, autre ligand de ALK1, ne forme pas de podosomes en 
réponse au TGF et est associé à un contexte de quiescence de la cellule endothéliale. 





La fibronectine cellulaire contenant le domaine EDB et son récepteur 51 sont 
essentiels à la formation des podosomes en réponse au TGF, mais pas la 
fibrillogénèse. 
Parmi les marqueurs témoignant d’un état d’activation de la cellule endothéliale, nous avons 
donc mis en évidence, dans notre modèle des BAEc, une régulation du niveau d’expression 
protéique de la fibronectine par ALK1. De plus, il existe une différence majeure de l’effet du 
TGF sur l’expression de la fibronectine entre les BAEc et les HPAEc, où dans ces dernières, 
TGF ne stimule que très faiblement son expression. Nous montrons que la fibronectine est 
localisée à la rosette de podosomes dans les BAEc, essentiellement en son cœur. De plus, 
nous observons à ce niveau, que la fibronectine est accumulée en amas ponctiformes à 
l’intérieur de la rosette. Cette localisation particulière laisse présager que la rosette est un lieu 
de régulation de la dynamique de la fibronectine. Nous examinerons si la rosette de 
podosomes est un site privilégié de la sécrétion ou de l’endocytose de la fibronectine, grâce 
dans un premier temps à l’utilisation de marqueurs des vésicules d’endocytose et de sécrétion. 
Le principal récepteur de la fibronectine est l’intégrine 51 (Astrof and Hynes 2009). Cette 
intégrine localise à la rosette de podosomes, à la fois de part et d’autre de la rosette, et plus 
rarement en son cœur. Elle est impliquée dans la fibrillogénèse de la fibronectine (Pankov, 
Cukierman et al.). Pourtant, bien que nous montrons que la sous-unité 5 (donc 51 car 5 
ne s’accouple qu’à 1) est importante dans la formation des rosettes de podosomes en réponse 
au TGF, la fibrillogénèse ne l’est pas.  
La fibronectine est une glycoprotéine complexe, dont 1 seul gène peut coder l’expression de 
20 isoformes issues de l’épissage alternatif. On distingue ainsi la fibronectine plasmatique et 
la fibronectine cellulaire. La fibronectine cellulaire contient les domaines EDA et/ou EDB 
(White, Baralle et al. 2008). Jusqu’à présent, aucune étude n’a montré un rôle distinct de ces 2 
domaines, bien que la faible homologie de séquence entre ces 2 domaines laisse présager une 
fonction distincte de ces 2 domaines. Nous montrons que la fibronectine cellulaire contenant 
le domaine EDB est essentielle à la formation des podosomes en réponse au TGF, 
contrairement à celle contenant le domaine EDA. Ce résultat montre pour la première fois une 
fonction distincte de ces 2 domaines. A ce jour, aucune donnée bibliographique ne montre un 
effet indispensable de EDB dans le système vasculaire, laissant suggérer une compensation 




par les variants contenant les domaines EDA. Cependant, ces études ont été menées dans des 
contextes de développement, et non chez l’adulte, notamment dans des contextes 
pathologiques, là où la fibronectine cellulaire est présente. 
Les données sur les souris KO pour la fibronectine et pour l’intégrine 5 montre dans les 2 
cas, des défauts vasculaires sévères similaires. Or, dans les cellules déplétées en 5 ou chez 
les souris KO pour 5, (Yang, Rayburn et al. 1993), la fibronectine est toujours capable de 
s’assembler en matrice fibrillaire dense, notamment grâce à une compensation des autres 
intégrines capables de lier la fibronectine, telles que v5 et v3. Des données similaires 
ont été observées chez les souris présentant une mutation du domaine RGD en RGE dans la 
fibronectine (Takahashi, Leiss et al. 2007). Ainsi, l’interaction de la fibronectine avec 
l’intégrine 51 semble être une étape bien plus importante que sa fibrillogénèse dans le 
développement vasculaire. Dans notre modèle des BAEc, l’absence de 5 induit la perte de la 
formation des rosettes de podosomes, pourtant v3 ne compense pas ce phénotype. 
Cependant, parce que les effets du TGF sont largement dépendants du contexte, il reste 
important de vérifier dans notre modèle, qu’en absence de l’intégrine 5, les intégrines v3 
sont toujours exprimées et ne présentent pas de défaut de localisation à la surface cellulaire, 
comme dans les modèles déjà décrits. 
La fibronectine cellulaire contenant le domaine EDB est un élément régulateur important dans 
la formation des podosomes en réponse au TGF. Cependant, nous ne pouvons déduire de nos 
résultats si la fibronectine cellulaire, sécrétée en réponse au TGFpermet la formation du 
podosome qui participerait à déclencher le processus d’activation de la cellule endothéliale ; 
ou à l’inverse, si le podosome jouerait le rôle de senseur de la MEC modifiée, et se formerait 
lorsque la fibronectine cellulaire est déposée dans la MEC pour la dégrader. Mais, l’ensemble 
de ces données laisse supposer que le podosome, capable de dégrader la MEC, et dépendant 
de la présence de la fibronectine cellulaire, donc dans un contexte où la matrice vasculaire est 
modifiée, jouerait un rôle dans le remodelage vasculaire (figure 67). 










Figure 67 : Rôle potentiel de la fibronectine contenant le domaine EDB dans la formation et la 
fonction des podosomes en réponse au TGF dans les cellules endothéliales aortiques. Le TGF 
et le récepteur ALK1 régulent la production de fibronectine cellulaire, connue pour être présente dans 
des contextes d’activation de la cellule endothéliale. La fibronectine cellulaire sous forme de matrice 
fibrillaire dense peut notamment servir de matrice provisoire lors de l’angiogénèse. Cependant, les 
podosomes ne sont pas dépendants de la fibrillogénèse, mais de la fibronectine contenant le domaine 
EDB et de son intéraction avec l’intégrine 51. Ces observations laissent suggérer que le podosome 
apparaîtrait dans des situations de remodelage de la matrice vasculaire. Mais nous ne pouvons 
conclure si le podosome interviendrait comme dispositif nécessaire aux étapes précoces du processus 
d’activation (et notamment dans une transistion de la cellule endothéliale en 2D sur l’endothélium vers 
le 3D lorsque celle-ci s’engage dans l’invasion) ; ou encore si le podosome serait un senseur de la 
MEC modifiée et interviendrait dans ce cas pour la dégrader ? 






Perspectives : les podosomes : acteurs du remodelage vasculaire ? 
Jusqu’à présent, les podosomes endothéliaux ont été décrit in vitro, dans un modèle 2D. In 
vivo, les cellules endothéliales sont organisées dans un environnement assimilable au 2D, 
puisqu’elles reposent sur une membrane basale vasculaire, uniquement du côté basal. Nous 
avons pu mettre en évidence que le TGF forme des podosome dans un modèle 
d’endothélium natif, ex vivo. 
Bien que ce modèle n’apporte pas une démonstration de leur présence in vivo, il nous a permis 
de mettre en évidence plusieurs éléments importants. D’abord, dans une situation 
physiologique normale, chez la souris âgée de 6 semaines, l’endothélium est dépourvu de 
podosomes. Ceci révèle que les podosomes sont associés à un état pathologique associé à la 
production de TGF. Ils pourraient jouer un rôle délétère ou protecteur.  
Les podosomes formés dans ces circonstances sont fonctionnels et capables de dégrader le 
collagène IV. Ils ne dégradent pas la laminine mais ceci ne constituerait pas un obstacle au 
démantèlement de la lame basale. La fibronectine est également présente au cœur de la rosette 
des podosomes. La poursuite du projet nous révèlera si les podosomes formés dans ces 
situations dégradent la fibronectine. 
Ainsi, ces données montrent que les podosomes se forment dans des situations où la MEC est 
modifiée. 
Nous avons jusqu’à présent recherché les podosomes sur des segments de vaisseaux issus de 
souris jeunes, âgées de 6 à 12 semaines. Le vieillissement vasculaire conduit à des 
modifications de la MEC, notamment dus à la présence de MT1-MMP et MMP2 activés. Ces 
MMPs sont par ailleurs des composants clés dans l’activité protéolytique du podosome. Nous 
envisageons ainsi de rechercher la présence de ces podosomes dans l’endothélium in vivo de 
souris âgées de plus d’1 an. 
Une autre approche pour comprendre le rôle des podosomes est d’identifier des situations 
pathologiques dans lesquelles ces structures pourraient être induites. Les études 
bibliographiques indiquent que les anévrismes de l’aorte ascendante, qu’ils soient d’origine 




génétique (Neptune, Frischmeyer et al. 2003; Habashi, Judge et al. 2006) ou idiopathiques 
(Gomez, Al Haj Zen et al. 2009; Jones, Spinale et al. 2009) sont associés à une augmentation de 
TGF. Des résultats préliminaires révèlent la présence de podosomes dans des cellules 
endothéliales fraîchement isolées de segment d’aortes dilatées ou de dissections aortiques de 
patients, en l’absence de stimulation par le TGF. Ces résultats suggèrent que ces podosomes 
ont été induits par un signal endogène dans l’endothélium, chez le patient. L’addition de 
TGF à ces cultures augmente la proportion de cellules présentant des podosomes.  Nous 
continuons de collecter d’autres échantillons pour apporter une composante statistique à ces 
observations. Ce travail est réalisé en collaboration avec le Pr Madonna, chirurgien à l’hôpital 
de Haut-Levêque. 
Le syndrome de Marfan constitue également un modèle pathologique d’intérêt, où la 
formation d’anévrismes à la racine de l’aorte a été montrée être liée à une exacerbation de la 
signalisation TGF dans la paroi vasculaire (Neptune, Frischmeyer et al. 2003). Cette 
pathologie, d’origine génétique, est associée à une mutation sur le gène de la fibrilline-1, une 
protéine de la MEC qui régule négativement l’activation du TGF dans son état latent. Ces 
souris, bien caractérisées, représentent ainsi un modèle de choix pour rechercher la présence 
de podosomes in vivo dans un contexte où de fortes concentrations de TGF actif endogène 
agissent sur l’endothélium. 
D’autre part, les données bibliographiques ont permis de cartographier l’aorte ascendante et 
l’arc aortique révélant ainsi des régions prédisposées au développement de plaques 
d’athérosclérose, correspondant à des régions exposées à des contraintes hémodynamiques. 
Dans ces régions, il est décrit une forte expression de ALK1 (Korff, Aufgebauer et al. 2007), 
une activité de type NF-B (la sous-unité p65 de NF-B est détectée au noyau) (Hajra, Evans 
et al. 2000). D’autres modèles d’étude montrent également la présence de fibronectine au 
niveau de ces régions (Orr, Sanders et al. 2005). Aussi, il serait intéressant de transposer ce 
modèle de cartographie dans les pathologies anévrismales, associés à une recherche de la 
présence de podosomes, en parallèle de ALK1 et de la fibronectine.  
De l’ensemble des résultats obtenus se dégagent deux hypothèses quant au rôle des 
podosomes endothéliaux. Le podosome, par ses propriétés à dégrader localement la MEC, 
pourrait participer au remodelage de celle-ci, certes en la dégradant, mais aussi en libérant des 
facteurs piégés dans la MEC, modifiant ainsi l’environnement de la cellule endothéliale. Ces 
cellules endothéliales produisent des éléments matriciels et les expériences visant à démontrer 




plus avant l’hypothèse du remodelage vasculaire dans un contexte de réparation seront 
développées. Cependant, les résultats préliminaires obtenus dans notre investigation du 
processus EndoMT nous amènent à une autre considération. Nous avons démontré la présence 
de podosomes sur l’endothélium dans un environnement 2D, in vitro mais également ex vivo, 
car la monocouche de cellules endothéliales qui tapisse la lame basale vasculaire est 
également un environnement à deux dimensions. Des expériences visant à démontrer 
l’existence de podosomes dans un environnement 3D se sont révélées infructueuses. Ces 
données, combinées à un ensemble de réflexions sur le rôle des podosomes en général, 
amènent à proposer que ces structures pourraient permettre à la cellule de changer 
d’environnement, d’amorcer une transition d’un environnement 2D vers un environnement 3D. Cette 
transition dans l’espace serait associée et peut-être dépendante du processus d’EndoMT 
enclenché par le TGF et conduire, à l’envahissement des tissus sous-jacents, à leur 
modification (composante cellulaire et matricielle) et résulter en une déstabilisation du 
vaisseau responsable de pathologies vasculaires. Un exemple d’une situation dans laquelle le 
TGF induit une transition de type EndoMT avec invasion et destruction de l’intégrité des tissus in 
vivo est démontré pour la fibrose cardiaque (Zeisberg, Tarnavski et al. 2007).  
Ainsi, le podosome pourrait être un dispositif de réparation ou au contraire de détérioration de 
la paroi vasculaire contribuant à l’amélioration ou la progression de pathologies où sont 
observées des remodelages de la MEC. 

















La plupart des matériaux biochimiques et biologiques, et des protocoles expérimentaux 
utilisés sont décrits dans les sections Material and Methods des articles parus. 




Les cellules primaires endothéliales pulmonaires, HPAEc (Lonza), sont cultivées en milieu 
endothélial EGM-MV (Promocell), complémenté d’un mélange de sérum et divers facteurs de 
croissance (Promocell), et d’antibiotiques (Penicilline 100 UI/l et Streptomycine, 100 µg/l), à 
37°C et 5% de CO2. 
 
Anticorps et réactifs 
Le TGF recombinant humain (utilisé à 5 ng/ml) dans toutes les expériences) et le BMP9 
proviennent de R&D. 
Le SB431542, inhibiteur pharmacologique de l’activité kinase de ALK5, provient de cheez 
Tocris. 
Anticorps Western blot : 
ALK1 : Elaboré par D. A. Marchuck. 
Phospho Smad 1/5 : polyclonal de lapin, CST, référence 9511. 
Phospho Smad 2/3 : polyclonal de lapin, Chemicon, référence AB3849. 
Intégrine 1 total : monoclonal de souris, clone 18, BD Transduction Laboratories, référence 
610468. 
Intégrine 1 phospho T788/789 : polyclonal de lapin, Abcam, référence ab5215. 
Intégrine 5 : polyclonal de lapin, Chemicon, référence AB1949. 
Fibronectine totale : monoclonal de souris, clone 10/fibronectin, BD Transduction 
Laboratories, référence 610078. 
Fibronectine EDA : monoclonal de souris, clone IST-9, Abcam, référence ab6328 
Anticorps Immunofluorescence et tests fonctionnels (anticorps bloquants et agonistes) : 
Fibronectine totale : monoclonal de souris, clone 10/fibronectin, BD Transduction 
Laboratories, référence 610078. 
Endogline : monoclonal de souris, clone SN6h, Dako, référence M3527. 




Intégrine 5 : polyclonal de lapin, Millipore, référence AB1928 (IF). 
Intégrine 5 : monoclonal de souris, clone P1D6, Chemicon, référence MAB1956 (bloquant). 
Intégrine v3 : monoclonal de souris, clone LM609, Millipore, référence MAB1976 (IF et 
bloquant). 
Intégrine 1 : monoclonal de rat, clone 9EG7, BD Pharmingen, référence 553715 (IF et 
agoniste). 
Intégrine 1 : monoclonal de souris, clone TS2/16, Santa Cruz (agoniste). 
 
Séquence siRNA : 
ALK1 humain :  
Sens : GGA GCA CCU GAUU CCU UUC 
antisens : GAA AGG AAU CAG GUG CUCC 
ALK1 bovin n°1 : 
Sens : UUC GUC AAC CAC UAC UGC U 
Antisens : AGC AGU AGU GGU UGA CGA A 
ALK1 bovin n°2 : Séquence cible : AAGAGCAACCTGCAGTGCTGC 
ALK1 bovin n°3 : Séquence cible : AAGAGCAGATCCGAACCGACT 
Endogline bovin n°1 : 
Sens : GCU CAU CAC CGC AGA GGA A 
Antisens : UUC CUC UGC GGU GAU GAG 
Endogline bovin n°2 : 
Sens : GCU CAU CAC CGC AGA GGA A 
Antisens : UUC CUC UGC GGU GAU GAG C 
Endogline bovin n°3 : 
Sens : GCC AAG AGC AGC UGC GUG A 
Antisens : UCA CGC AGC UGC UCU UGG C 
Fibronectine n°1: 
Sens : ACA AUG GAG UGA ACU ACA ATT 




Antisens : TTU GUU ACC UCA CUU GAU GUU 
EDA :  
Sens : CAU UGA UCG CCC UAA AGG ATT 
Antisens : TTG UAA CUA GCG GGA UUU CCU 
EDB :  
Sens : GCA UCG GCC UGA GGU GGA CTT 
Antisens : TTC GUA GCC GGA CUC CAC CUG 
Fibronectine n°2 : Séquence cible : AACTACAAGATTGGAGAGAAG 
EDA n°2 : Séquence cible : AACATTGATCGCCCTAAAGGA 
EDB n°2 : Séquence cible : AAGCATCGGCCTGAGGTGGAC 
Intégrine 5 : 
Sens : CUU CUC CAG CCU GAG CUG C 
Antisens : GCA GCU CAG GCU GGA GAA G 
 
Séquence Primers de qRT-PCR : 
ALK1 : 
Sens : AGA GGT GGA GCC TGA TCC TCA 
Antisens : CTC CTT GGG TTT CAT GTC ACA AT 
ALK5 : 
Sens : TGT GGC TTT GCC TGA ACT CTA CT 
Antisens : GGT AGA ACA ACT GAC CTC CCA AAT T 
Endogline : 
Sens : CAG GAG TTG AGA ACT CCA GGA CTC 
Antisens : TGG CTC GGT TTC CAC AGA G 
Id1 : 
Sens : CCC TCG TGT GTT TCT ATT TTT TGA 
Antisens : GAA ATC TGA GAA GCA CCA AAC GT 





Sens : ATG GTG GCA CCT GTT TCA CA 
Antisens : ACA AGG GAA GGC AAT TAT TCA CA 
Snail2 : 
Sens : TGG CCA ATA AAT AGT ATG TGC CTT T 
Antisens : GAC ATG GAG TAT GCA CCA GGA AT 
Fibronectine totale : 
Sens : GGA CTC CAT GAT CTG GGA CTG T 
Antisens : GCA GCG GTT TGC AAT GGT 
Variants EDA: 
Sens : GAC CTA CTC GAG CCC TGA GGA T 
Antisens : GCT CTG CAG TCT CTT CTT CAC CA 
Variants EDB: 
Sens : CTG AGG TGG ACC CCG CTA A 
Antisens : CCT TCT CCT GCC GCA ACT ACT 
 
Tests d’angiogénèse in vitro : 
Les BAEc sont ensemencées sur un gel de collagène de type I (collagène I de queue de rat, 
BD Biosciences) d’après le protocole de l’article (Varon, Tatin et al. 2006), dans des plaques 
4 puits à raison de 300 000 cellules par puits afin d’obtenir un tapis de cellules confluentes. 
Après 5 à 6 jours de culture et de traitement ou non au TGF, les gels sont fixés en PFA 4% 
pour acquisition des images en contraste de phase avec le microscope NIKON TE200, à 
l’objectif 4X, 10X ou 20X. Les quantifications sont réalisées à l’aide du logiciel ImageJ. 
Tests d’anneaux aortiques :   
Les aortes sont prélevées suivant le protocole (Rottiers, et al. ; JCS, 209, Chapitre II, Partie1). 
Puis les aortes sont sectionnées en anneaux d’environ 1 à 2 mm d’épaisseur, puis déposés 
dans un gel de Matrigel (BD Biosciences) réduit en facteur de croissance, contenant ou non 
du TGF ou du BMP9, puis recouverts à nouveau de Matrigel. Du milieu de culture 
endothélial (EGM-MV, Promocell) est ajouté, dans lequel est additionné ou non du TGF ou 
du BMP9.
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Podosomes are punctate actin-rich adhesion structures which spontaneously form in cells of the myelomonocytic
lineage. Their formation is dependent on Src and RhoGTPases. Recently, podosomes have also been described in
vascular cells. These podosomes differ from the former by the fact that they are inducible. In endothelial cells, such a
signal can be provided by either constitutively active Cdc42, the PKC activator PMA or TGFb, depending on the
model. Consequently, other regulatory pathways have been reported to contribute to podosome formation. To get
more insight into the mechanisms by which podosomes form in endothelial cells, we have explored the respective
contribution of signal transducers such as Cdc42-related GTPases, Smads and PKCs in three endothelial cell models.
Results presented demonstrate that, in addition to Cdc42, TC10 and TCL GTPases can also promote podosome
formation in endothelial cells. We also show that PKCa can be either necessary or entirely dispensable, depending on
the cell model. In contrast, PKCd is essential for podosome formation in endothelial cells but not smooth muscle cells.
Finally, although podosomes vary very little in their molecular composition, the signalling pathways involved in their
assembly appear very diverse.
r 2008 Elsevier GmbH. All rights reserved.
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Speciﬁc conﬁgurations of the cytoskeleton have been
linked to the activity of RhoGTPases. Whereas Cdc42
drives the formation of ﬁlopodia, Rac regulates the
formation of lamellipodia and RhoA that of stress ﬁbres
(Nobes and Hall, 1995). Podosomes represent another
kind of actin conﬁguration which is controlled by a
combination of GTPase activities. First described in
v-src-transformed ﬁbroblasts (Tarone et al., 1985),
podosomes were subsequently reported in normal cells
of the myelomonocytic lineage (Gaidano et al., 1990).
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C. Billottet et al. / European Journal of Cell Biology 87 (2008) 543–554544In these cells, podosomes are induced by adhesion and
dependent on Src family kinases and GTPases. Plating
macrophages, osteoclasts or immature dendritic cells
allows the formation of individual podosomes (macro-
phages, immature dendritic cells) which can rearrange in
clusters or belts (osteoclasts). More recently, podosomes
have been described in non-myelomonocytic cells,
such as smooth muscle cells (Hai et al., 2002) and
endothelial cells (Moreau et al., 2003; Osiak et al., 2005).
Podosomes were found either as individual podosomes
or organised in clusters, or ring-like structures (rosettes).
These podosomes differ from the former by the fact that
they are inducible. In addition to adhesion, a second
signal is needed, which, depending on the cell type, can
be provided by either constitutively active Cdc42, CNF1
(Moreau et al., 2003), phorbol esters (Tatin et al., 2006),











Fig. 1. Typical images of various endothelial cells forming podosome
groups are indicated by arrows). In PAE cells expressing V12-C
podosomes are scattered over the ventral cell membrane. In HUV
podosomes arrange in clusters and arrays. In BAECs stimulated with
ring-like structures (rosettes). Bars ¼ 10 mm.balance of GTPase activities. Consequently, PKC and
Smad regulatory pathways, which also affect GTPase
activities, have also been reported to contribute to
podosome formation in some models. To get more
insight into the mechanisms by which podosomes form
in endothelial cells, we have explored the respective
contribution of signal transducers such as Cdc42-related
GTPases, Smads and PKCs in three endothelial cell
models: the PAE cell line derived from spontaneously
immortalised porcine aortic endothelial cells, and two
types of primary cells, human umbilical vascular
endothelial cells (HUVECs) derived from human
umbilical cords and bovine aortic endothelial cells
(BAECs). Previous work (Moreau et al., 2003; Tatin
et al., 2006; Varon et al., 2006) showed that all three cell
models can be induced to form podosomes in response
to their speciﬁc stimuli (Fig. 1).Cs
TGF β
BAECs
s in response to their speciﬁc stimuli (podosomes or podosome
dc42 (described in Moreau et al., 2003) well individualised
ECs stimulated with PMA (described in Tatin et al., 2006)
TGFb (described in Varon et al., 2006) podosomes arrange in
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Reagents and antibodies
The Go¨6976 and rottlerin inhibitors, puromycin,
hygromycin B, isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside
(IPTG), and SB431542 were from Calbiochem (Strasbourg,
France). TGFb was from R&D (Lille, France). Collagen
type I, gelatin, phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA), and
antibodies against vinculin (hVIN-1) were from Sigma
(St Quentin Fallavier, France). Rhodamine-phalloidin,
Alexa-Fluor-633-phalloidin, Alexa-Fluor-568- and FITC-
labelled secondary antibodies were purchased from Mole-
cular Probes (Cergy-Pontoise, France). Antibodies against
phosphoSer643-PKCd and phospho-Smad1 were from Cell
Signaling Technology (St Quentin en Yvelines, France),
those against phosphor-Ser657-PKCa from Millipore
(St Quentin en Yvelines, France), those against PKCd
and Smad1 from Santa-Cruz (Le Perrey en Yvenlynes,
France), those against Cdc42 from BD Biosciences (Pont de
Claix, France).
Cell culture
PAE cells were obtained from Dr. Saklatvala (Kennedy
Institute of Rheumatology, London, UK) and maintained
in F12 medium (Ham F12, GIBCO BRL; Cergy-Pontoise,
France) supplemented with 10% heat-inactivated FCS
(Globepharm, Cork, Ireland) and antibiotics. The PAE
cell line expressing wild-type (wt) Cdc42 under the control
of an IPTG-inducible promoter was established pre-
viously (Davis et al., 1999) and cultured in the same
medium supplemented with 100mM hygromycin B and
500nM puromycin. Expression was achieved by adding
0.1mM IPTG. HUVECs were cultured in 100-mm dishes
coated with 0.2% gelatin in endothelial cell basal medium
supplemented with ‘supplement pack’ (EGM, Promocell;
Heidelberg, Germany). BAECs were cultured in similar
medium (EGM-MV, Promocell). BAECs were used
between passages 3 and 7, and HUVECs usually at
passage 2 or 3. Cell stimulation was achieved using PMA
at 50ng/ml or TGFb at 5 ng/ml. Cells were maintained
at 37 1C in a humidiﬁed atmosphere of 5% CO2 and
95% air.
Immunoﬂuorescence microscopy
Cells plated onto glass coverslips were prepared for
immunoﬂuorescence microscopy as previously described
(Moreau et al., 2003). The coverslips were washed in
water and mounted on microscope slides using Mowiol
4-88 mounting medium. Fluorescence imaging was
performed using a TE2000 Nikon inverted ﬂuorescence
microscope, and images were digitally acquired using a
Nikon DXM 1200 camera (LUCIA 5.0 acquisitionsoftware, Nikon). Confocal images were captured on an
LSM 510 Zeiss microscope. The images were processed
using Adobe Photoshop 5.5 (Adobe Systems). Quantita-
tion of cells showing podosomes was assessed in three
independent experiments in which at least 200 cells were
counted.
Transfection
PAE cells were transfected by electroporation accord-
ing to the following protocol. Plasmids (12.5 mg) were
mixed with 3 millions of PAE cells in serum-free
medium. The cell suspension was placed in a 4-mm-
gap electroporation cuvette. Cells were electroporated
at ﬁxed capacitance of 950 mF and at 250V using a
Gene Pulser (Bio-Rad; Marnes-la Coquette, France).
HUVECs and BAECs were transfected as previously
described (Tatin et al., 2006; Varon et al., 2006).
Constructs encoding active mutants of GFP-GTPases,
L61-Cdc42 (isoform G25K), L75-TC10, L79-TCL, L77-
Rif were kindly provided by Philippe Fort, and L107-
Wrch1 by Anne Blangy (both at CRBM CNRS,
UMR5237, Montpellier, France), and V26-RhoD by
T. Endo (Department of Biology, Faculty of Sciences,
Chiba University, Yayoicho, Inageku, Japan). The
pEGFP-PKCaA25E plasmid was a generous gift from
Peter Parker (Cancer Research UK, London, UK) and
the pEGFP-PKCdA147E construct was generated as
previously described (Tatin et al., 2006).
siRNA transfection
Small interfering RNA (siRNA, QIAGEN) (Courta-
boeuf, France) transfection into BAECs was performed
by two rounds of transfection with double-stranded RNA
(50 nM) as previously described (Varon et al., 2006). The
sequences targeted by PKCa-siRNA [AAGGCTTCC-
AGTGCCAAGTTT] and Cdc42-siRNA [AAGATAAC-
TCACCACTGTCCA] were homologous between the
human and bovine species. PKCd-siRNA speciﬁcally
targets the bovine sequence [AAGACGCTGGTGCA-
GAAGAAG].
Fractionation protocol
Cells were plated onto 140-mm culture dishes. After
two washes with PBS (Gibco, Invitrogen; Saint Quentin
en Yvelines, France), cells were starved overnight before
PMA or TGFb treatment. Cells were resuspended in
lysis buffer containing 5mM Tris–HCl (pH 7), 5mM
NaCl, 1mM CaCl2, 1mM MgCl2, 2mM DTT, 1mM
Na3VO4, 10mM NaF, 0.1mM PMSF and protease
inhibitors for 30min on ice. Aliquots were then
centrifuged 1 h at 100,000g at 4 1C. Supernatants were
collected as cytosol fractions and pellets as membrane
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determined. Samples were separated by SDS–PAGE





































Constitutively active forms of some but not all
Cdc42-related GTPases induce podosome formation
Expression of a constitutively active form of Cdc42
drives the formation of ﬁlopodia in many cell types.
When expressed in PAE cells, however, active mutants
of Cdc42 trigger the formation of podosomes (Moreau
et al., 2003). This holds true for primary endothelial cells
such as HUVECs (Tatin et al., 2006) or BAECs
(C. Varon, unpublished data). Because TC10 (RhoQ),
TCL (RhoJ), Wrch1 (RhoU), Rif (RhoF) and RhoD
(see the positioning of these GTPases in the phylogenic
tree in Fig. 2A) can all induce ﬁlopodium extensions in
various cell types (Aronheim et al., 1998; Aspenstrom
et al., 2004; Neudauer et al., 1998; Tao et al., 2001;
Vignal et al., 2000), we were interested to examine the
role of these GTPases in the process of endothelial
podosome formation. PAE cells were transfected with
GFP-tagged versions of the constitutively active forms
of these GTPases, and cytoskeletal reorganisation
was analysed after F-actin and vinculin staining.
Data presented in Fig. 2B show that, in addition to
L61-Cdc42, L75-TC10 and L79-TCL were also able to
induce podosome formation under these conditions.
In addition, similar to constitutively active Cdc42,
expression of these activated GTPase mutants also led
to multinucleation, reminiscent of endomitosis seen with
V12-Cdc42 (Muris et al., 2002; Moreau et al., 2006). In
both cases, the active GTPase was found localised at theFig. 2. Cytoskeletal alterations induced by RhoGTPases
regulating ﬁlopodia, in PAE cells. (A) Dendritic tree repre-
sentation of the RhoGTPase family. This representation is
based on alignments of the RhoGTPase domains employing
the Clustal-W algorithm (Aspenstrom et al., 2004). Names
according to HUGO nomenclature are indicated in brackets.
GTPases reported to regulate ﬁlopodia formation are written
in red. (B) Effects of constitutively active GTPases on
podosome formation. PAE cells were transfected with GFP-
tagged versions of constitutively active mutants of RhoGT-
Pases previously reported to induce ﬁlopodium extensions. On
the next day, cells were ﬁxed and stained for F-actin
(rhodamine-phalloidin, red) and vinculin (anti-vinculin anti-
bodies+Alexa-350 secondary antibodies, blue). L75-TC10 and
L79-TCL induce podosome formation similarly to L61-Cdc42.
L107-Wrch1 abolished stress ﬁbres and focal adhesions,
whereas L77-Rif induced the formation of short ﬁlopodia
and a spiky phenotype. V26-RhoD induces long and ﬂexible
ﬁlopodia.core of podosomes, similarly to L61-Cdc42 (Fig. 2B) or
V12-Cdc42 (Moreau et al., 2003). Unexpectedly, in
addition to localisation in the podosome core, active
TCL also appeared as tiny rings, not associated with
F-actin. In contrast, cells expressing L107-Wrch1,
which has been shown to be more efﬁcient than
Cdc42 in triggering the formation of ﬁlopodia in
ﬁbroblasts (Saras et al., 2004), were devoid of podo-
somes or ﬁlopodia. L107-Wrch1 profoundly disturbed
cytoskeleton organisation in endothelial cells by trigger-
ing the dissolution of stress ﬁbres and focal adhesions,
and the formation of centrally located F-actin aggre-











C. Billottet et al. / European Journal of Cell Biology 87 (2008) 543–554 547Cells also developed a thick rim of F-actin at the cell
cortex. GTPases from the RhoD subgroup did not
induce podosome formation: L77-Rif promoted the
appearance of a spiky phenotype and V26-RhoD
induced long and ﬂexible ﬁlopodia (Fig. 2B). Thus, only
a subgroup of the Cdc42 subfamily, Cdc42, TC10
and TCL, promoted podosome formation in endothelial
cells.Role of TGFb/Smad signalling in endothelial
podosome formation
Interestingly, although active Cdc42 induces podo-
some formation in all endothelial cell models tested so
far, there is not one universal external signal endowed
with this potential, yet, all stimuli described so far
regulate Cdc42 activity. Whereas, TGFb induces podo-
some formation in BAECs (Varon et al., 2006), this
factor is unable to do so in HUVECs. Vice versa, PMA
is a strong inducer of podosomes in HUVECs (Tatin
et al., 2006), but BAECs do not show such response
following PMA treatment (data not shown). However,
TGFb is always present in serum-containing culture




























Fig. 3. TGFb receptor signals are not involved in PMA-induced po
untreated or treated with SB431542 inhibitor (10 mM) for 1 h, and th
and stained for F-actin and vinculin. BAECs were either left untreate
stimulated or not with TGFb overnight. On the next day, cells we
podosomes were recorded and quantitation of the experiment is sho
treated BAECs but not in PMA-treated HUVECs. (B) BAECs and
were stimulated with either TGFb or PMA for 30min. Samples
SDS–PAGE followed by Western blotting to detect phospho-Smad
upon TGFb exposure.PMA response of HUVECs. To examine whether TGFb
signalling plays any role in this response, SB431542, a
pharmacological inhibitor of TGFbRII was used. Data
presented in Fig. 3A show that podosome formation in
response to PMA was not affected when TGFb signals
were inhibited in HUVECs, whereas the TGFb response
was completely abolished in BAECs (Fig. 3A). These
results indicate that TGFb receptor signals are not
involved in the PMA-mediated podosome response of
HUVECs.
To understand why TGFb did not induce podosomes
in HUVECs, early signals downstream of TGFb
receptors were analysed. The members of the Smad
family are transducers of TGFb responses, and Smad1
family proteins have been shown to be involved in
podosome formation in BAECs (Varon et al., 2006).
Data presented in Fig. 3B compare Smad1 phosphor-
ylation in stimulated BAECs and HUVECs. Although
Smad2 was found phosphorylated in response to TGFb
in both models (data not shown), Smad1 phosphoryla-
tion was not detected in HUVECs. These results suggest
that the lack of Smad1 phosphorylation in TGFb-
treated HUVECs might prevent these cells to form
podosomes in response to the cytokine. PMA did not




























dosome formation in HUVECs. (A) HUVECs were either left
en stimulated or not with PMA. After 30min, cells were ﬁxed
d or treated with SB431542 inhibitor (10 mM) for 1 h, and then
re ﬁxed and stained for F-actin and vinculin. Cells displaying
wn. Podosome formation is inhibited by SB431542 in TGFb-
HUVECs were serum-starved overnight. On the next day, cells
were subjected to cell lysis and proteins were separated by
1 and Smad1 content. HUVECs do not phosphorylate Smad1
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receptor-mediated events to mimic some TGFb-induced
alterations.Role of PKCs in endothelial podosome formation
We previously showed that the process of podosome
formation in HUVECs is driven by a signalling cascade
where PKCa activates Src which in turn regulates
Cdc42. PKCd signals are also required and impact
upstream of Cdc42 in the cascade (Tatin et al., 2006). In
the PAE cell model, only a few cells displayed
podosomes in response to PMA (8% on average),
arranged in clusters or arrays similar to those found in
HUVECs (Fig. 4A). In addition, podosomes were
detected only after several hours of exposure to the
phorbol ester. However, when the same experiment
was performed with PAE cells overexpressing wild-













Fig. 4. Role of Cdc42 expression levels on the podosome
response in PAE cells. (A) PAE cells were either left untreated
or treated with PMA overnight. On the next day, cells were
ﬁxed and stained for F-actin (rhodamine-phalloidin). Only a
few cells displayed podosomes and overnight treatment with
PMA was required. (B) PAE cells expressing wild-type Cdc42
under the control of an IPTG-inducible promoter were
induced to express the transgene. On the next day, cells were
either left untreated or stimulated with PMA for 30min, then
ﬁxed and stained for F-actin (rhodamine-phalloidin) and
vinculin (anti-vinculin antibodies+Alexa-488 secondary anti-
bodies). Increasing Cdc42 expression levels promote podosome
formation in response to PMA.(Fig. 4B); virtually all cells responded and with faster
kinetics. Interestingly, podosome organisation in PMA-
treated wtCdc42-expressing cells, resembled that ob-
served in V12-Cdc42-transfected cells, with podosomes
evenly distributed on the ventral membrane in the
absence of detectable clusters of podosomes. These data
indicate that the expression level of Cdc42 may be a
signiﬁcant parameter of the podosome response and
that Cdc42 activation levels are likely to inﬂuence
podosome distribution.
In BAECs, Smad signalling appears mandatory for
podosome formation but the role of PKCs has not been
investigated in these cells. To this end, isotype-restricted
(Go¨6976, targeting PKCa, b, g) or isotype-selective
inhibitors of PKCs (rottlerin targeting PKCd) were
used. Whereas both conventional and novel PKC
activities are required for PMA-induced podosome
formation in HUVECs (Tatin et al., 2006), data
presented in Fig. 5A show that conventional PKCs
were not involved in the TGFb-induced podosome
response of BAECs. In contrast, TGFb-induced podo-
somes were dramatically inhibited by rottlerin, suggest-
ing the involvement of PKCd. Since both PKCa and
PKCd are required for PMA-induced podosome forma-
tion in HUVECs (Tatin et al., 2006), PKC regulation
was next analysed using antibodies detecting the
phosphorylated (activated) forms of these PKC isotypes
and their cytoplasm-to-membrane relocalisation upon
stimulation, both events being associated with PKC
activation. Phosphorylated PKCa was readily detected
in the membrane fraction upon PMA treatment in both
cell types. In untreated HUVECs, phosphorylated
PKCd was detected in both membrane and cytosolic
fractions and PMA stimulated its translocation to the
membrane compartment. Most of phospho-PKCd was
already present in the membrane fraction in untreated
BAECs and little change was induced upon PMA
treatment (Fig. 5B). TGFb was found unable to alter
PKCa phosphorylation/translocation, neither in the
short-term response (within 1 h exposure) nor after
overnight treatment (data not shown). However, PKCd
translocation and phosphorylation were further stimu-
lated in parallel and peaked 20min after cytokine
addition (increase in PKCd membrane content versus
control ¼ 40%72, increase in membrane PKCd phos-
phorylation versus control ¼ 77%76.5) (Fig. 5C).
Thus, TGFb did not stimulate PKCa but further
increased the elevated PKCd activity in BAECs.
To conﬁrm data obtained by using the pharmaco-
logical approach, we used siRNA to speciﬁcally inhibit
PKCa or PKCd expression in BAECs, and podosome-
forming cells were recorded after TGFb stimulation of
modiﬁed cells. Podosomes formed normally in PKCa-
siRNA-transfected cells with no alteration in rosette
shape or kinetics of appearance (data not shown). In
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Fig. 5. Regulation of PKCs in HUVECs and BAECs. (A) HUVECs cells were either left untreated, or treated with either Go¨6976
(50mM) or rottlerin (3 mM) for 1 h and then stimulated or not with PMA. After 30min, cells were ﬁxed and stained for F-actin and
vinculin. BAECs were either left untreated or treated with either Go¨6976 (50mM) or rottlerin (3 mM) for 1 h and then stimulated or
not with TGFb overnight. On the next day, cells were ﬁxed and stained for F-actin and vinculin. Cells displaying podosomes were
recorded. Quantitation of one representative experiment is shown and demonstrates distinct sensitivities of HUVECs and BAECs to
PKC inhibitors. (B) HUVECs and BAECs were stimulated with PMA for 30min and protein extracts were made and fractionated.
Membrane and cytosol fractions were analysed by Western blotting with either anti-Ser657PKCa or anti-Ser643PKCd antibodies.
PMA efﬁciently stimulates PKCa phosphorylation and translocation in HUVECs and BAECs. PKCd is activated by PMA in
HUVECs but already largely activated in untreated BAECs. (C) BAECs protein extracts were made and fractionated at indicated
time after TGFb addition. Membrane and cytosol fractions were analysed by Western blotting with either anti-Ser643PKCd
antibodies or PKCd antibodies. TGFb further increased PKCd activity in BAECs.













































Fig. 6. TGFb-mediated induction of podosomes depends on PKCd but not PKCa activation. (A) BAECs were transfected with
siRNA designed against Cdc42, PKCa or PKCd. At the end of the procedure, cells were ﬁxed and stained for F-actin and vinculin,
and cells with podosome rosettes were counted. Data are presented as percentage of the control response (no siRNA) taken as
100%. Knockdown of PKCd but not PKCa expression inhibited TGFb-induced podosome rosette formation. (B) BAECs were
transfected with Cdc42- (positive control), PKCa- or PKCd-siRNA and protein extracts were analysed by Western blot using the
appropriate antibody. siRNA designed against PKCa and PKCd downregulated their respective target. PKCd knockdown alters
Cdc42 protein content. (C) BAECs were either left untreated or treated overnight with the rottlerin (3 mM). On the next day, protein
extracts were made and analysed for PKCd and Cdc42 content. Tubulin content is shown as a loading control. The PKCd inhibitor
rottlerin alters Cdc42 protein content.
C. Billottet et al. / European Journal of Cell Biology 87 (2008) 543–554550formation and disturbed podosome organisation within
the rosettes in the remaining podosome-forming cells
(data not shown). Quantitation of the results is
presented in Fig. 6A. Interestingly, lowering PKCd
expression level by means of siRNA transfection
consistently altered Cdc42 protein content as detected
by Western blot (Fig. 6B). In addition, similar results
were obtained by inhibiting PKCd activity through
rottlerin addition (Fig. 6C). It is therefore possible that
podosome loss in TGFb-treated PKCd-siRNA-trans-
fected or rottlerin-treated cells also reﬂects diminished
efﬁciency of Cdc42 signalling.Since PKCa appears as a very upstream signal in the
cascade leading to podosome formation in HUVECs,
the effects of constitutively active PKCa and PKCd were
investigated. Data shown in Fig. 7A, demonstrate that
the sole overexpression of active PKCa was sufﬁcient to
trigger podosome assembly in HUVECs (1874% of
transfected cells). In these cells, the podosome arrange-
ment resembled that triggered by PMA. Podosomes
appeared at membrane rufﬂes or clustered in rosettes. In
contrast to PMA-treated cells, active PKCa-transfected
cells exhibited a highly polarised morphology and adopted





























Fig. 7. Active PKCa induces podosomes in HUVECs but not in BAECs. (A) HUVECs were transfected with either GFP, GFP-
PKCaA25E or GFP-PKCdA147E. After 24 h, cells were ﬁxed and F-actin was labelled with rhodamine-phalloidin. Only cells
expressing the GFP-tagged constructs are shown. Active PKCa induced podosome formation in HUVECs. (B) Same experiment in
BAECs. Active PKCa had no detectable effect on BAEC morphology or cytoskeletal organisation. Active PKCd induced changes
similar to those seen in HUVECs. Bars: 10mm.
C. Billottet et al. / European Journal of Cell Biology 87 (2008) 543–554 551enriched in podosomal structures. Cells expressing acti-
vated PKCd were devoid of podosomes, appeared smaller,
exhibiting F-actin-rich membrane rufﬂes. These ﬁndings
underline the major role of the PKCa pathway in the
process of podosome formation in HUVECs. Similar
experiments were conducted in BAECs to further conﬁrm
our unexpected ﬁndings regarding PKCa and also to
determine how these cells would respond to the sole
activation of PKCa. No podosomes could be detectedwhen either of the constitutively active forms was
expressed (Fig. 7B). Transfection of active PKCa did not
lead to any detectable morphological change. Expression
of active PKCd produced a phenotype reminiscent to that
obtained in HUVECs undergoing the same modiﬁcations.
Thus, PKCd may fulﬁl similar roles in HUVECs and
BAECs. These results emphasise the diversity of signalling
pathways underlying the process of podosome formation
in endothelial cells. Table 1 summarises the podosome
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Table 1. Summary of the podosome response of HUVECs








C. Billottet et al. / European Journal of Cell Biology 87 (2008) 543–554552response of the two models of primary cells under study to
constitutively active Cdc42, PMA, PKCa or d and TGFb.Discussion
The discovery of podosomes made in v-src-trans-
formed cells has highlighted the major role of Src family
kinases in the process of podosome formation. Src was
subsequently shown to be involved in this process in all
cell types capable of forming these structures. Down-
stream of Src, two RhoGTPases-driven pathways
regulating podosome assembly have been described
independently, one involving RhoA, and the other one
Cdc42. Only osteoclasts (Chellaiah et al., 2000), but not
macrophages (Burns et al., 2001; Cougoule et al., 2005;
Destaing et al., 2003; Ory et al., 2000; Varon et al., 2006)
or endothelial cells (Varon et al., 2006), respond to
active RhoA by de novo podosome formation. These
results point towards differences between osteoclasts
and other podosome-forming cells. In contrast, active
Cdc42 triggers podosome formation in endothelial
cells (Moreau et al., 2003) but disturbs podosome
formation or clustering in cells which spontaneously
form podosomes such as immature dendritic cells,
osteoclasts and macrophages (Burns et al., 2001;
Chellaiah, 2005; Chellaiah et al., 2000; Linder et al.,
1999). Furthermore, podosome formation is prevented
by inhibition of Cdc42 in all cell types tested (Burns
et al., 2001; Chellaiah, 2005; Cougoule et al., 2005;
Destaing et al., 2003; Varon et al., 2006) pointing
towards some common signalling pathways in podo-
some formation.
Experiments depicted herein revealed that in endothe-
lial cells, Cdc42 is not the only GTPase that can drive
podosome formation, but that TC10 or TCL, members
of the Cdc42 subfamily, reveal a similar potential when
overexpressed as activated forms. Unlike Wrch1, Rif
and RhoD, these GTPase share one common effector
with actin polymerising regulatory activity, i.e., the
WASp/N-WASp proteins (Aspenstrom et al., 2004).
Nevertheless, Wrch1 has been shown to localise at
podosomes in osteoclasts (Ory et al., 2007). Althoughthe afﬁnity of TC10 and TCL for WASp/N-WASp is
much weaker than that of Cdc42 (Hemsath et al., 2005),
TC10 and TCL are highly expressed in the heart
(Tanabe et al., 2000; Vignal et al., 2000), and podosome
formation in response to these less known GTPases may
thus also play a role in endothelial cell biology.
The roles of PKC family members have been explored
in cells which form podosomes in response to PMA, i.e.,
smooth muscle cells and HUVECs. Interestingly,
although both PKCa and PKCd appear necessary for
podosome formation in HUVECs, PKCd is not essential
in podosome formation in A7r5 smooth muscle cells
(Hai et al., 2002). The experiments presented herein
show that PKCd signals are required for podosome
assembly in both endothelial models examined. HU-
VECs and BAECs expressing active PKCd were found
to be smaller in size and displaying actin-rich membrane
rufﬂes, suggesting that PKCd fulﬁls similar roles in both
endothelial cell models. These ﬁndings point to major
differences between smooth muscle cells and endothelial
cells in terms of the mechanism of podosome formation.
Lastly, V12-Cdc42-mediated podosome induction was
found to be insensitive to inhibitors of conventional
PKCs or PKCd (Tatin et al., 2006), unambiguously
positioning Cdc42 downstream of PKCs in endothelial
cells.
HUVECs were sensitive to TGFb signals as Smad2
phosphorylation was readily detected after TGFb
addition but Smad1 was found phosphorylated only in
BAECs. Smad2 and Smad1 represent two separated
pathways activated by distinct TGFbRI receptors,
associated with opposite functions on endothelial cell
behaviour (Lebrin et al., 2005). The inability of
HUVECs to phosphorylate Smad1 in response to TGFb
likely reﬂects differences in TGFb receptor activities in
endothelial cells. The question remains, which are the
signals mimicked by PMA in HUVECs? VEGF and
TNFa were reported to promote podosome formation
within minutes in these cells (Osiak et al., 2005) but not
in BAECs (Varon et al., 2006). Such differences reﬂect
distinct responses to VEGF and TGFb in cells originat-
ing from distinct vascular beds.
In conclusion, it seems that each cell type has its
own way to assemble podosomes but that Cdc42 and
PKCd are pivotal molecules for endothelial podosome
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TGFβ1 regulates endothelial cell
spreading and hypertrophy through
a Rac–p38-mediated pathway
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Background information. TGFβ (transforming growth factor β) is a multifunctional cytokine and a potent regulator
of cell growth, migration and differentiation in many cell types. In the vascular system, TGFβ plays crucial roles in
vascular remodelling, but the signalling pathways involved remain poorly characterized.
Results. Using the model of porcine aortic endothelial cells, we demonstrated that TGFβ stimulates cellular spread-
ing when cells are on collagen I. TGFβ-stimulated Rac1–GTP accumulation, which was associated with increased
MAPK (mitogen-activated protein kinase) p38 phosphorylation. Furthermore, ectopic expression of a dominant-
negative Rac mutant, or treatment of the cells with the p38 pharmacological inhibitor SB203580, abrogated
TGFβ-induced cell spreading. Our results demonstrate for the first time that prolonged exposure to TGFβ stimu-
lates endothelial cell hypertrophy and flattening. Collectively, these data indicate that TGFβ-induced cell spreading
and increase in cell surface areas occurs via a Rac–p38-dependent pathway.
Conclusions. The Rac–p38 pathway may have conceptual implications in pathophysiological endothelial cell re-
sponses to TGFβ, such as wound healing or development of atherosclerotic lesions.
Introduction
The TGFβ (transforming growth factor β) family
of secreted factors regulates growth, differentiation,
migration, adhesion, and apoptosis in various mul-
tistep processes, such as embryogenesis, wound heal-
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Bordeaux, France.
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Key words: cell spreading, endothelial cell, hypertrophy, p38, Rho GTPase,
transforming growth factor β (TGFβ).
Abbreviations used: CB, cytoskeletal buffer; CRIB, Cdc42/Rac-interactive
binding; FCS, fetal calf serum; GAP, GTPase-activating protein; GEF, guanine-
nucleotide-exchange factor; GST; glutathione transferase; IPTG, isopropyl
β-D-thiogalactoside; JNK, c-Jun N-terminal kinase; PAE, porcine aortic
endothelial; PAK, p21-activated kinase; PI3K, phosphoinositide 3-kinase;
ROCK, Rho-associated kinase; TBS, Tris-buffered saline; TGFβ, transforming
growth factor β; Tβ1 and Tβ2, TGFβ transmembrane receptors type I and
type II.
ing and angiogenesis. TGFβ1, themost characterized
member of the family, has been studied extensively
in epithelial cells. In addition to its growth inhibit-
ory action, other effects include the expression of the
immediate early gene JunB (Pertovaara et al., 1989),
induction of extracellular matrix components, such
as fibronectin, thrombospondin or the plasminogen
activator inhibitor-1, and a cell-cycle-dependent in-
crease in motility, accompanied by changes in cellu-
lar mass distribution, spreading, shape and polarity
(Kramer et al., 1994; Zicha et al., 1999). TGFβ1 has
also been shown to profoundly affect the cell tran-
scriptional programme and morphology in the pro-
cess referred to as EMT (epithelial-to-mesenchymal
transdifferentiation) (Miettinen et al., 1994). In con-
trast with the abundance of information regarding
TGFβ1-mediated cytoskeletal responses in epithelial
cells, much less is known about those occurring in
endothelial cells. In many respects, endothelial cells
significantly differ from epithelial cells and exhibit
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additional features required for the achievement of
their specific functions. In these cells, TGFβ1 also
regulates angiogenesis (Larsson et al., 2001), vascular
permeability (Wojciak-Stothard and Ridley, 2002)
and endothelial plasticity associated with extravasa-
tion of monocytes (van Wetering et al., 2003).
TGFβ1 initiates intracellular signalling by indu-
cing the assembly of a heterotrimeric complex of
two types of transmembrane receptors, which are
known as type I (Tβ1) and type II (Tβ2) recept-
ors. Upon ligand binding, the Tβ2 receptor recruits
and transphosphorylates Tβ1. This phosphorylation
changes the conformation of Tβ1, thereby activating
its kinase activity. Receptor binding triggers a sig-
nalling cascade involving the Smad proteins, which
upon receptor activation become phosphorylated.
These pathway-restricted Smads oligomerize with
a common Smad mediator (Smad4) and translocate
to the cell nucleus to modulate transcription and
thereby induce pleiotropic responses, such as extracel-
lular matrix accumulation, cell-cycle control and sur-
vival (Attisano and Wrana, 2000; Massague and
Wotton, 2000). However, non-Smad-regulated path-
ways, involving MAPKs (mitogen-activated protein
kinases), including JNK (c-Jun N-terminal kinase)
and p38, and effectors of Rho GTPases, have also
been described (Atfi et al., 1997; Engel et al., 1999;
Bhowmick et al., 2001; Edlund et al., 2002). Rho
GTPases thus appear as regulators of TGFβ1-medi-
ated transcription, but also as attractive candidates
in the control of TGFβ1-mediated cytoskeletal re-
sponses. However, the signalling pathways invol-
ved in cytoskeleton remodelling, underlying the
changes in endothelial cell motility, adhesion, spread-
ing or cell shape induced byTGFβ1, remains limited.
Cytoskeleton rearrangements are controlled by the
Rho family of GTPases. Similar to most GTPases,
Rac behaves as a molecular switch, cycling between a
GDP-bound and a GTP-bound form that is regulated
by exchange factors and GAPs (GTPase-activating
proteins). The GDP-bound conformation is inactive,
whereas the GTP-bound displays the ability to speci-
fically associate with and thereby activate seve-
ral protein kinases. These various effectors, in turn,
deliver downstream signalling which regulates tran-
scription and cytoskeletal organization. To charac-
terize the molecular mechanisms by which TGFβ1
alters endothelial cell behaviour, we have explored
the role of Rac1 in TGFβ1-mediated responses in
the PAE (porcine aortic endothelial) cell line model.
A completely in vitro system was required, and we
therefore made use of two established endothelial
cell lines that can be induced to express either a
constitutively active (G12V mutation, rendering the
GTPase GAP-defective) or a dominant-negative form
of Rac [Rac(S17N) mutation, preventing nucleotide
exchange] (Welch et al., 1998). It is well documented
that Rac1 is involved in the recruitment of actin to
the cell border (Wojciak-Stothard and Ridley, 2002),
decreases actin-mediated filament contractility (van
Leeuwen et al., 1999) and supports lamellipodia and
membrane ruffles formation (Ridley et al., 1992;
Hall, 1998; Andor et al., 2001; Vouret-Craviari et al.,
2002). Exposure to exogenous TGFβ1 promotes en-
dothelial cell spreading (Madri et al., 1989; New-
ton et al., 1990). Our results demonstrate that Rac1
and its downstream effector p38 are essential com-
ponents in the TGFβ1-induced signal transduction
cascade, leading to profound alterations of the en-
dothelial phenotype.
Results
TGFβ stimulates cell spreading by a mechanism
involving Rac
Endothelial cells are capable of interacting with a
wide variety of matrix components and respond to
them in specific, but complex, fashions, which are
mediated in part by changes in cell size (Madri et al.,
1988). Endothelial cells encounter collagens during
the sprouting and invasive phases of angiogenesis,
which involves endothelial cell adhesion and spread-
ing. Arterial endothelial cells plated on to collagen
I/III or IV attach rapidly, but cell spreading remains
limited (Madri et al., 1988). The ability of TGFβ
to promote arterial endothelial cell spreading was
investigated using the model of PAE cells. Suspen-
ded cells were either left untreated or stimulated
with TGFβ, then plated on to a collagen I matrix,
and cell morphology and cytoskeleton organization
were analysed by F-actin and vinculin staining at
1 h post-plating, when cells had started to spread
(Figure 1A). Two main phenotypes were recorded in
the untreated population. Cells exhibiting distinct-
ive focal adhesion and actin stress fibres, emanating
from these structures or cortical F-actin at membrane
ruffles, were recorded as spread cells (Figure 1B).
The remaining cells displayed a more round mor-
phology, with vinculin labelling focal contacts and
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F-actin still evenly distributed within the cell body,
in the absence of focal adhesions or organized actin
structures, and these cells were recorded as unspread
cells (Figure 1B). At this time point, both pheno-
types were also observed in TGFβ-treated cells, but
the cytokine noticeably increased the proportion of
spread cells in the population (Figure 1A). Quanti-
fication of the phenomenon indicated that, on col-
lagen I, TGFβ stimulated a 30% increase in cell
spreading compared with the control at the onset of
the spreading phase (Figure 1C). Rac1 is known to
play a major role in integrin-mediated cell spread-
ing (Price et al., 1998). To analyse the role of this
GTPase in our model, the same experiment was re-
peated with a PAE-derived cell line that can be in-
duced to express a dominant-negative Rac1 mutant
(N17Rac) under the control of an IPTG (isopropylβ-
D-thiogalactoside)-responsive promoter (Welch et al.,
1998; Varon et al., 2006a). Alternatively PAE cells
were treated with NSC23766, a pharmacological in-
hibitor of Rac (Gao et al., 2004). PAE-N17Rac cells
were induced to express the transgene and plated on to
the collagen I matrix the next day, together with PAE
cells plus NSC23766 inhibitor, and control untreated
PAE cells, in the absence or presence of TGFβ. After
plating (1 h), spread and unspread cells were recorded
as described above. At this time point, cell spread-
ing was strongly reduced in cells where Rac1 was
inhibited, i.e. in N17Rac-expressing cells and, to a
lesser extent, in NSC23766-treated cells. This defect
was not overcome by TGFβ addition (Figure 1C).
Endogenous Rac was expressed at similar levels in
these three situations (Figure 1D). V12Rac-inducible
PAE cells were used as a control. PAE-V12Rac cells
spread more rapidly than untreated PAE cells and
as fast as TGFβ-treated wild-type PAE cells (Fig-
ure 1C). TGFβdid not alter this response (Figure 1C).
Figure 1(D) shows a representative image of spread
and unspread cells for each cell type. The phenotype
of the few N17Rac spread cells was similar to that of
wild-type cells (Figure 1A). No qualitative difference
could be detected in the presence of TGFβ (data not
shown). In contrast, when Rac activation was preven-
ted using the pharmacological approach, a distinctive
phenotype was observed in cells which had achieved
cell spreading. Vinculin was found almost exclusively
located at focal adhesions that terminated peripheral
thick F-actin bundles. Again, no difference could be
detected in the presence of TGFβ (data not shown).
By 1 h post-plating, virtually all PAE-V12Rac cells
displayed a radially symmetrical phenotype; vinculin
was found located at focal contacts and focal adhe-
sions, and cells appeared spread and flattened. The
overall cell morphology was not affected by the addi-
tion of TGFβ (data not shown). Because TGFβ had
no effect on any of these Rac-mutant-induced phen-
otypes, nor on that induced by NSC23766, we con-
cluded that alteration of Rac activity interfered with
TGFβ intracellular signalling. Taken together, these
results indicate that TGFβ promotes endothelial cell
spreading on collagen I through Rac activation.
TGFβ rapidly stimulates Rac1 activation
To verify that Rac1 was activated upon triggering
of TGFβ receptors in an in vitro context mimicking
the in vivo situation, PAE cells were plated on to
collagen I, stimulated with TGFβ for increasing
periods of time and the activation state of the Rac
GTPase was assessed by measuring GTP-bound Rac1
(Varon et al., 2006b). Rac1–GTP was selectively
pulled down using GST–CRIB/PAK (glutathione
transferase–Cdc42/Rac-interactive binding/p21-
activated kinase)-coated beads and the precipitated
material was analysed by electrophoresis and West-
ern blotting using Rac1-specific antibodies. Fig-
ure 2 shows that TGFβ rapidly stimulates the accu-
mulation of Rac–GTP in TGFβ-treated PAE cells,
providing direct evidence for Rac activation down-
stream of TGFβ receptors in PAE cells. Interestingly,
Rac1 activity remained elevated for at least 20 h
in these non-confluent cultures. In cells induced to
express N17Rac (Varon et al., 2006a), Rac1 activ-
ity remained at basal levels (Figures 2A and 2B).
TGFβ remained capable of promoting Rac1 activa-
tion in the presence ofNSC23766, as assessed by com-
paring conditions with and without the inhibitor.
Unexpectedly, NSC23766 alone was found to
increase Rac1–GTP content compared with controls
(Figures 2A and 2B). When cells were treated
with the inhibitor, then stimulated with TGFβ,
Rac1–GTP contents were found to be similar to
those obtained with TGFβ alone, confirming that
this compound interfered with Rac signalling, but
through a mechanism unrelated to that used by
TGFβ to stimulate Rac activity. As the NSC23766
inhibitor appeared unsuitable for our present study,
further experiments to explore the role of Rac in
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Figure 1 TGFβ enhanced endothelial cell spreading on collagen I
(A) PAE cells were either left untreated or treated with 1 ng/ml TGFβ then plated on to collagen-I-coated coverslips. After 1 h, cells
were fixed and stained for F-actin (rhodamine–phalloidin, red), vinculin (anti-vinculin antibodies plus Alexa Fluor® 488 secondary
antibodies, green) and the nucleus (Hoescht 33342, blue). The merged images of the three immunofluorescent stainings, collected
as projections with a wide open pinhole, are shown. Scale bar, 10 μm. (B) Confocal images of optical sections showing the two
main phenotypes observed in untreated PAE cells (boxed cells in A), undergoing cell spreading. One representative cell for each
situation (spread and unspread cell) is shown. Orthogonal sections are shown on the side of each image. Scale bar, 10 μm.
(C) Quantification of spread cells upon TGFβ exposure for each situation, as described in the Materials and methods section.
Cell-spreading results are expressed as the ratio of spread cells/total adherent cells for each field. n= 3, ∗P< 0.05 comparing
TGFβ with control; #P< 0.05, demonstrating an inhibitory effect compared with control wild-type (wt) PAE cells; P< 0.05,
demonstrating a stimulatory effect compared with control wild-type PAE cells. (D) A Western blot showing endogenous Rac1
expression levels in PAE cells, PAE-N17Rac cells and NSC23766-treated cells. EE-tagged-N17Rac (Glu-Glu–N17Rac) shows as
a higher molecular-mass band compared with endogenous Rac1. Tubulin content is shown as a loading control. (E) Confocal
imaging of F-actin and vinculin stained PAE-N17Rac cells, NSC23766-treated wild-type PAE cells or PAE-V12Rac cells at 1 h
after plating, showing representative images of spread and unspread cells. PAE-N17Rac and V12Rac-PAE cells were treated
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with IPTG for 20 h in order to induce expression of the transgene, NSC23766 was added to wild-type PAE cells for 1 h. Cells were
then detached, stimulated with TGFβ and seeded on to collagen-I-coated coverslips for cell morphology analysis. Orthogonal
sections are shown beside each image. Scale bar, 10 μm. Data presented show that TGFβ stimulates cell spreading on collagen
I and that Rac activity is required. NSC23766-treated cells, N17Rac- or V12Rac-expressing cells are insensitive to TGFβ in terms
of cell spreading.
TGFβ-mediated events were therefore performed
with the PAE-N17Rac cells only.
TGFβ-induced cell spreading involves p38
The stress-activated protein kinase p38 has been
shown to be activated by TGFβ in endothelial cells
(Goldberg et al., 2002). p38 is known to be in-
volved in collagen-induced platelet (Mazharian et al.,
2005) or macrophage (Ogura and Kitamura, 1998)
cell spreading and has been shown to be import-
ant for lamellipodia formation in some cell types
(Hedges et al., 1999; Conejo and Lorenzo, 2001).
Its effect on cytoskeletal remodelling occurs down-
stream of Rac1. To explore p38 regulation by collagen
I and TGFβ, PAE cells were plated on to collagen
I, stimulated with TGFβ for increasing periods of
time and activation of p38 was assessed by measuring
its phosphorylation on Thr180/Tyr182. Figures 3(A)
and 3(B) show that TGFβ elicited a time-dependent
increase in p38 phosphorylation, detected at 10 min,
and progressively increasing until up to 20 h, a time
period where Rac1 activity was elevated (Figure 2).
In N17Rac-expressing cells, where endogenous Rac1
is inhibited, p38 stimulation was not observed, but
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Figure 2 TGFβ treatment activates Rac1 in endothelial cells adhered to a collagen I matrix
PAE cells were seeded on to collagen-I-coated dishes to reach approx. 70% confluency. Cells were then serum-starved and
were either left untreated or treated with 1 ng/ml TGFβ for the periods of time indicated. At the end of the incubation period,
GTP-loaded Rac1 was selectively precipitated using GST–CRIB/PAK-coated beads. A 2 min thrombin (Thr) stimulation (1 unit/ml)
was used as a positive control for Rac1 activation. The amount of GTPases in the whole-cell lysates or precipitated from the
lysates was revealed after Western blotting using specific antibodies. (A) Western blot of GTP-bound Rac1 shows alterations
in Rac activity after TGFβ treatment in PAE cells, but not in N17Rac-expressing PAE cells. The lower molecular-mass band
corresponds to endogenous Rac1 and the upper molecular-mass band to EE-tagged overexpressed N17Rac (Glu-Glu–N17Rac)
(middle panel). Alternatively, cells were pre-treated with NSC23766 for 1 h, then stimulated with TGFβ for 20 min. NSC23766
affected basal GTP-bound Rac1 levels. (B) Rac activation is presented as the Rac–GTP/Rac ratio, representative of the amount
of GTP–Rac1 divided by total Rac1 content found in non-adsorbed lysates after normalization with α-tubulin (loading control),
each calculated from densitometric measurements. Results are presented as the percentage increase compared with the
control response (n= 3, ∗P< 0.05 compared control conditions). Results revealed inhibition of TGFβ-mediated Rac activation
by N17Rac, but not by NSC23766.
p38 was phosphorylated in V12Rac-expressing cells,
in the absence of TGFβ (Figure 3A). To visualize p38
activation in response to TGFβ, p38 phosphorylation
and relocalization were examined using an immuno-
fluorescence approach. Results presented in Fig-
ure 3(C) shows increased phospho-p38 staining in
TGFβ-treated cells and relocalization towards the
nucleus area. Again, enhanced p38 phosphoryla-
tion and relocalization was observed in V12Rac-
expressing cells, but not in TGFβ-treated N17Rac-
expressing cells (Figure 3C). To confirm the role of
p38 in mediating these effects, an inhibitory strategy
on the basis of pharmacological inhibition of p38 was
used. Inhibition of the p38 pathway with SB203580
did not affect TGFβ receptor signalling, as Smad2
phosphorylation was not affected by the inhibitor
(Figure 3D) but efficiently inhibited cell spreading
measured after 1 h (Figure 3E). Interestingly, this
result suggests that integrin-mediated cell spread-
ing occurs through a p38-independent pathway in
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this model. Collectively, these data indicated that
Rac1 and its effector p38 regulate TGFβ-induced
endothelial cell spreading.
TGFβ increases cell surface area by a
mechanism involving Rac1 and p38
In the epithelial model, changes in spreading and
shape are accompanied by alterations in cell mass dis-
tribution (Kramer et al., 1994; Zicha et al., 1999). To
examine how TGFβ alters endothelial cell spreading,
we measured the cell surface area in contact with the
substratum in fully spread cells exposed to TGFβ
for 48 h. Quantification of cell surface areas indic-
ated that TGFβ stimulated a 65% increase in cell
contact with the collagen I matrix over the control
(Figure 4A). This effect was strongly reduced in the
presence of SB203580 and was not observed in PAE-
N17Rac cells that were induced to express the trans-
gene (Figure 4A). To strengthen the hypothesis of
the biological relevance of this Rac–p38 pathway, we
also explored the impact of other signalling pathways
on cell surface areas. In particular, Src, JNK, ROCK
(Rho-associated kinase) and PI3K (phosphoinositide
3-kinase) are all activated by TGFβ or integrin re-
ceptors, or both, and are involved to some extent
in cellular hypertrophy or flattening. Inhibition of
each of these pathways was achieved by using well-
characterized inhibitors (PI-103 for PI3K, SP600125
for JNK, SU6656 for Src and Y27632 for ROCK).
Figure 4(B) shows that TGFβ-stimulated increase in
cell surface areas is complex. PI3K inhibition also
prevented the increase in cell surface area induced
by TGFβ, suggesting that PI3K operates in this
Rac–p38 pathway. JNK or Src inhibition increased
cell surface area, independently of TGFβ, yet TGFβ
stimulatory effect was lost. Inhibition of ROCK-
reduced cell surface area, but TGFβ stimulation re-
duced this inhibitory effect, suggesting that TGFβ
increases endothelial cell surface area in a ROCK-
independent manner.
TGFβ effect on cell size was not associated with its
known inhibitory effect on endothelial cell prolifer-
ation, as the induction N17Rac expression was also
found to reduce cell growth (Figure 4C). To determ-
ine whether the planimetry experiments measured
an overall increase in cell size and/or an increase in
cell flattening, cell diameters were measured in cells
detached after a 48 h of exposure to TGFβ. Results
shown in Figure 4(D) reveal that TGFβ consistently
stimulated a 4–8% increase in diameter size, on the
basis of this assay. When the same experiment was
performed with PAE-N17Rac cells induced to ex-
press the inhibitorymutant, cellular hypertrophy was
not observed (Figure 4D). TGFβ-induced alteration
is cell diameter is expected to produce an 8–16%
increase in cell surface, and a 13–26% increase in
cell volume. As planimetry measurements indicated
a 65% cell surface area increase on average, we con-
clude that TGFβ stimulates both endothelial cellular
hypertrophy and cell flattening.
Discussion
The monolayer of endothelial cells that coats the lu-
minal surface of vessel walls has numerous functions,
including the prevention of coagulation, control of
vascular permeability, maintenance of vascular tone
and regulation of leucocyte extravasation. The mol-
ecular characterization of inherited vascular diseases
in humans has established the role of TGFβ1 in the
maintenance of the vascular network (Marchuk et al.,
2003). In the wound-healing process, new capillaries
emerge by sprouting from pre-existing blood vessels
and angiogenesis proceeds through spreading andmi-
gration of endothelial cells. The process is initiated
by proliferating endothelial cells that degrade the
underlying basal lamina, which first spread and then
migrate into the surrounding connective tissue rich
in collagen I (Pettersson et al., 2000). Endothelial
cell elongation, followed by cell alignment, form the
lining of a provisional tube. TGFβ1 plays an im-
portant role in the remodelling of these primitive
capillaries by inhibiting both endothelial cell prolif-
eration and migration, but also by inducing organiz-
ation and functional maturation of the vessel, includ-
ing the deposition of a capillary basement membrane
(Pepper, 1997). In situations of endothelium injury,
gaps in the endothelial monolayer resulting from en-
dothelial cell injury or apoptosis have to be filled, and
this may occur via spreading of adjacent endothelial
cells and/or hyperplasia of existing endothelial cells.
However, no specific information as yet exists on the
mechanisms by which this growth factor affects cell
shape and cell size. The present study demonstrates
the role of Rac1 and its downstream effector p38
in the concerted regulation of cell morphology and
actin cytoskeleton organization in endothelial cells
exposed to TGFβ1.
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Figure 3 TGFβ stimulates p38 phosphorylation in cells plated on to collagen I
PAE cells were either left untreated or treated with 1 ng/ml TGFβ for increasing periods of time. Cells were lysed and subjected
to Western blotting to measure p38 phosphorylation. (A) Western blot detecting phosphorylated p38 shows a time-dependent
increase in the amount of active p38 upon TGFβ exposure. Corresponding total cell lysates showing the total p38 content in
544 C© The Authors Journal compilation C© 2008 Portland Press Ltd
TGFβ regulates endothelial cell spreading and hypertrophy Research article
each sample are also shown. Tubulin content is shown as a loading control. As a positive control, PAE-V12Rac cells were used,
in the absence (control) or presence of IPTG for 20 h to induce V12Rac expression. PAE-N17Rac cells were treated with IPTG
for 20 h in order to induce N17Rac expression, then stimulated or not with TGFβ and analysed for p38 phosphorylation. TGFβ
was unable to stimulate p38 phosphorylation when PAE-N17Rac cells were induced to express N17Rac. One representative
experiment out of three is shown. (B) Quantification of TGFβ-induced p38 phosphorylation, calculated as the phospho-p38/p38
ratio after normalization with α-tubulin (loading control), each calculated from densitometric measurements. Results show that
Rac activity is required for p38 phosphorylation (n= 3, ∗P< 0.05 compared with control conditions). (C) Immunofluorescent
staining showing the time-dependent increase in the amount of active p38 and nuclear translocation of the phospho-protein
upon TGFβ exposure, whereas N17Rac-expressing cells showed unaltered p38 phosphorylation levels upon TGFβ exposure.
PAE-V12Rac cells induced to express V12Rac had phospho-p38 in the nucleus area, which was not further increased upon TGFβ
exposure. One representative experiment out of three is shown. (D) PAE cells were either left untreated or treated with SB203580.
After 1 h, cells were either left untreated or treated with 1 ng/ml TGFβ for 30 min. SB203580 does not alter Smad2 phosphorylation
(PSmad2), showing that SB203580 does not alter TGFβ receptor signalling. (E) PAE cells were either left untreated or treated
with SB203580. After 1 h, cells were either left untreated or treated with 1 ng/ml TGFβ, then plated for spreading analysis as
described in Figure 1. Quantification of the inhibitory effect of SB203580 on the p38 pathway demonstrated that p38 regulates
TGFβ induction of endothelial cell spreading (n= 3, ∗P< 0.05 compared with TGFβ-treated cells without SB203580).
TGFβ1 signal transduction has been traditionally
associated with Smad signalling for the regulation
of gene transcription and growth inhibition, and
more recently with Rho GTPases. These molecular
switches act on their effectors only after recruitment
to membrane at specialized sites of integrin liga-
tion (del Pozo et al., 2004). TGFβ1 activates Rac1
in hepatocytes (Carmona-Cuenca et al., 2006), hep-
atoma cells (Kim et al., 2005), skeletal muscle cells
(Meriane et al., 2002) and keratinocytes (Chiu et al.,
2001). In mammary epithelial cells, TGFβ1 has been
reported to activate Rac1 and p38 in some models
[MCF-10A (non-tumorigenic human mammary epi-
thelial cell line) (Ueda et al., 2004) and NMuMG
(non-tumorigenic murine mammary epithelial cell
line) (Bakin et al., 2002)], but not in others [Mv1Lu
(non-tumorigenic mink lung epithelial cell line)]
(Bhowmick et al. 2001; Edlund et al., 2002; Wilkes
et al., 2003). However, the concentrations of TGFβ1
used in these latter studies were far beyond that used
here (1 ng/ml), which is the concentration that in-
duces the angiogenic phenotype (Pepper et al., 1993;
Varon et al., 2006a). Thus, experimentally, Rac1
stimulation and subsequent p38 activity seem to be
observedmore consistentlywhen low doses of TGFβ1
are used. Our results point to a signalling pathway
that regulates cell spreading at the onset of the an-
giogenic programme. The association of cell spread-
ing with cellular hypertrophy favours cell–cell
interaction required for capillary tube assembly. Con-
sistent with this, endothelial cells cultured at low
density synthesized and secreted 2- to 3-fold more
TGFβ1 than high-density cultures (Merrilees and
Sodek, 1992). Our present report describes that in
endothelial cells that are adhered on to collagen I,
Rac1 and p38 are activated in response to low con-
centrations of TGFβ1. Consistent with this, the rapid
response measured in TGFβ-treated endothelial cells
suggests a potential role for TGFβ receptor complex
in the direct regulation of GEFs (guanine-nucleotide-
exchange factors) for Rac1; Tiam1 (Leeuwen et al.,
1997) and Vav (Sakai et al., 2006) appear likely
candidates for this function. TGFβ remained cap-
able of promoting Rac1 activation in the presence
of NSC23766. Since Tiam, but not Vav, have been
shown to be efficiently targeted by this inhibitor
(Gao et al., 2004), Vav appears as a more likely can-
didate. In addition, and unexpectedly, the inhibitor
alone raised Rac–GTP content over controls. Since no
lamellipodia were formed in the NSC23766-treated
cells, we concluded that activated Rac generated
through this route was unable to stimulate effectors
involved in lamellipodia formation. It was, indeed,
reported that some of the specificity that determines
which effector proteins become activated when a Rho
GTPase is activated occurs at the GEF level (Zhou
et al., 1998), which is consistent with the mode of
action of NSC23766 (Gao et al., 2004). The present
study shows that TGFβ-stimulated increase in cell
surface area was prevented by either Rac or p38 in-
hibition. PI3K inhibition also blocked the increase
in cell surface area induced by TGFβ, suggesting
that PI3K operates in this Rac–p38 pathway, pre-
sumably by regulating GEF activities upstream of
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Figure 4 TGFβ stimulates endothelial cell hypertrophy via a pathway involving Rac and p38
(A) PAE and PAE-N17Rac cells induced to express the transgene were either left untreated or treated with SB203580. After
1 h, cells were either left untreated or treated with 1 ng/ml TGFβ for 48 h. Cell surface areas were measured and quantified
by computer-assisted planimetry of F-actin-stained cell slides. The results indicate that TGFβ enhances cell surface area in a
Rac- and p38-dependent manner (n= 3, ∗P< 0.05 compared with control; #P< 0.05 compared with TGFβ without SB203580).
(B) PAE cells were either left untreated or treated with pharmacological inhibitors, each targeting one of the many TGFβ-regulated
signalling pathways. After 1 h, cells were either left untreated or treated with 1 ng/ml TGFβ, then plated for cell area measurements
as described for (A). Quantification of the inhibitory effect of these agents on cell-contact area measurements demonstrates that
several pathways are involved in TGFβ stimulation of this parameter (n= 3, ∗P< 0.05 compared with the respective condition
without TGFβ; #P< 0.05 compared with control with TGFβ). (C) PAE cells and PAE-N17Rac cells induced to express the
transgene were exposed to TGFβ for 48 h or not, then detached to be counted using the Trypan Blue exclusion method. Results
indicate that the observed increase in endothelial cell areas does not result from reduced cell proliferation (n= 3, ∗P< 0.05
compared with PAE cells induced by IPTG). (D) Cells were treated with TGFβ or not for 48 h, then detached using trypsin,
and cellular diameter was measured in suspended cells after phase-contrast microscopy imaging. The same experiment was
performed with PAE-N17Rac cells induced to express the inhibitory mutant. Cellular hypertrophy was observed in TGFβ-treated
cells, but the effects on cells size were abolished when Rac was inhibited (n= 3, ∗P< 0.05 compared with PAE cells induced by
IPTG), showing that increased cell surface area results, at least in part, from increased cell volume.
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Rac. Our studies also show that TGFβ increased cell
surface area through both cellular hypertrophy and
flattening. Future studies will also examine the role
of important mediators of TGFβ1 signalling in this
pathway, such as Tak1 (TGFβ-activated kinase 1)
(Watkins et al., 2006), MKK3/6 (MAPK kinase 3/6)
(Lim et al., 2005), NADPH oxidase (Gregg et al.,
2003) and mTOR (mammalian target of rapamycin)
(Lamouille and Derynck, 2007).
The Rac–p38 pathway may have conceptual im-
plications in physiological endothelial cell responses
to TGFβ1. Mechanically wounded or shear-stressed
endothelial cells change shape and release increased
amounts of TGFβ1. Cells which are more spread have
a greater area of substratum contact, a process which
could facilitate wound healing. This pathway may
also have implications in pathological endothelial cell
responses to TGFβ1, such as development of athero-
sclerotic lesions. In vivo, endothelial cells increase in
area with age and, irrespective of age, are larger over
plaques and fatty streaks than over uninvolved re-
gions (Repin et al., 1984). Alterations in blood flow,
as occurs in regions of stenoses, also leads to changes
in cell surface area. In regions of low or reverse shear
stress, endothelial cells are slightly larger (Hutchison,
1991). Variations in the amount of TGFβ1 synthes-
ized by endothelial cells covering plaques, or in re-
gions of altered flow, could then account for the ob-
served changes in endothelial cell morphology. In vivo
studies are now in progress to establish the signific-
ance of these in vitro observations.
Materials and methods
Culture conditions
The PAE cell line was maintained in Ham F12 medium (Gibco-
BRL) supplemented with 10% heat-inactivated FCS (fetal calf
serum), referred to as complete medium, at 37◦C in a 5% CO2
humidified atmosphere. PAE cell lines expressing either V12Rac
or N17Rac under the control of an IPTG-inducible promoter
(referred to as PAE-V12Rac and PAE-N17Rac) were established
as described previously (Davis et al., 1999), and were cultured
in the same medium supplemented with 100 μM hygromycin
B and 500 nM puromycin. Expression was induced by adding
5 mM IPTG to PAE-N17Rac cells and 1 mM IPTG to PAE-
V12Rac cells.
Reagents and antibodies
Puromycin, hygromycin B and IPTG were from Calbiochem.
FCS was from Globepharm, and culture medium, trypsin-
EDTA and antibiotics from Gibco-BRL. Glutathione–sepharose
beads, DMSO, BSA, SP600125, SU6656, Y24632 and various
chemicals were from Sigma. SB203580 was from Tocris, and
NSC23766 and PI-103 were from Calbiochem. NSC23766 was
used at 100 μM in all experiments and the other inhibitors at
10 μM. Rhodamine–phalloidin was purchased from Molecular
Probes. Monoclonal anti-Rac1 and anti-(phospho-Smad2) anti-
bodies were purchased from Millipore, anti-(phospho-p38) an-
tibody was from Cell Signalling Technology, anti-p38 antibody
was from BD Biosciences, and anti-vinculin antibody was from
Sigma. ECL® Western blot kit was from Amersham. Human re-
combinant TGFβ1 (referred to as TGFβ) (used at 1 ng/ml in all
experiments) and thrombin (used at 1 unit/ml) were from R&D
Systems. Cells were plated on to collagen-I (BD Biosciences)-
coated dishes or coverslips (0.2 mg/ml, final concentration) in
all experiments.
Expression constructs
Plasmids encoding GST–CRIB/PAK have been described previ-
ously (Sander et al., 1998).
Immunofluorescence microscopy
Subconfluent cells grown on collagen-I-coated glass coverslips
were stimulated with TGFβ or not stimulated, fixed with 3%
paraformaldehyde prepared in CB (cytoskeletal buffer; pH 6.1;
10 mM Mes, 150 mM NaCl, 5 mM EGTA, 5 mM MgCl2 and
5 mM glucose) for 10 min at room temperature (25◦C) and per-
meabilized with 0.1% (v/v) Triton X-100 for 1 min. After 3
washes in CB, the cells were incubated in blocking solution
[1% BSA/2% FCS in TBS (Tris-buffered saline; 20 mM Tris,
150 mM NaCl, 2 mM EGTA and 2 mM MgCl2, pH 7.5)] for
10 min. Cells were then incubated with the primary antibody
diluted in blocking solution for 30 min, then with rhodamine–
phalloidin,Hoescht 33342 and the fluorescently labelled second-
ary antibody for 30 min. Between each step, cells were washed
three times with TBS. The coverslips were washed in water and
mounted on to microscope slides using Fluoromount mount-
ing medium (Clinisciences). Immunofluorescence was detected
using a fluorescence microscope (Eclipse TE2000, Nikon) and
a DXM 1200 camera (Nikon) (Lucia 5.0 acquisition software,
Nikon) or by confocal imaging using an LSM510 Meta (Zeiss)
inverted laser-scanning fluorescence microscope with acquisition
software (LSM 510 acquisition software, Zeiss) and a ×63 (nu-
merical aperture, 1.4) oil immersion objective. Triple channel
imaging using Hoescht 33342, Alexa Fluor® 488-labelled sec-
ondary antibodies and rhodamine–phalloidin was obtained using
selective laser excitation at 350 nm, 488 nm and 543 nm re-
spectively. The images were processed using Adobe® Photoshop
7 (Adobe Systems).
Cell-spreading measurements
Assays were carried out on glass coverslips coated with collagen
in PBS, washed with PBS and incubated with 1% BSA at 37◦C
for 1 h to block non-specific binding sites. Cells were rinsed
with PBS, detached with trypsin/EDTA and suspended in FCS-
containing medium. Following centrifugation (400 g, 10 min,
25◦C), cells were resuspended in FCS-free medium and samples
of 2× 104 cells were incubated for 15 min with or without
TGFβ, then added on to collagen-I-coated glass coverslips set in
culture dishes and incubated for 1 h at 37◦C in the cell incub-
ator. Unattached cells were gently washed away with PBS. The
attached cells were fixed and stained as described above. Cells
showing focal adhesions and actin stress fibres, emanating from
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these structures, and appearing fully flat in the z direction of the
confocal image, were recorded as spread cells. Cells exhibiting
only focal contacts and showing F-actin still evenly distributed
within the cell body, in the absence of focal adhesions or organ-
ized actin structures, were recorded as unspread cells. To ensure
an accurate representation of the spreading of the population
of cells, 250 randomly chosen cells were analysed per experi-
ment, and three independent experiments were conducted per
condition.
Cell surface area measurements
Endothelial cells (2× 104) were plated on to collagen-coated
glass coverslips, treated with TGFβ for 48 h and processed
for immunofluorescence to reveal F-actin by staining with
rhodamine–phalloidin. Cell areas of at least 50 cells, correspond-
ing to three independent experiments, in randomly selected mi-
croscopic fields, were manually traced, images were digitalized
and the cell surface area was calculated for each cell using NIH
Image J software (Wayne Rasband; http://rsb.info.nih.gov/ij/).
Cell diameter measurements
Cells were seeded at 8× 104cells per 2.4 cm2 in complete me-
dium. Later (4 h), cells were treated with IPTG to induce trans-
gene expression, and 2 h later with TGFβ. After 48 h, cells were
rinsed with PBS, detached with trypsin/EDTA and suspended in
complete medium, then observed by phase-contrast microscopy
using an inverted Eclipse TE2000 microscope (Nikon), with a
×40 objective. For each condition, images of 22 fields were di-
gitally captured and cell diameters were measured with Biocom
Visiolab software (Les Ullis, France).
Cell proliferation assays
Cells were seeded at 2× 105 cells per 9.6 cm2 in complete
medium. After 4 h, cells were treated with IPTG to induce the
transgene, and 2 h later with TGFβ. After a further 48 h, cells
were counted after detachment with trypsin/EDTA using the
Trypan Blue exclusion method.
Rac1 activity assays
These assays are based on the Rap1 activity assay (Franke et al.,
1997). Rac protein activity assays were performed as described
previously (Sander et al., 1998; Ren et al., 1999). A GST-fusion
protein of the CRIB domain of PAK (GST–CRIB/PAK) was
used (a gift from Dr John Collard, The Netherlands Cancer
Institute, Amsterdam, The Netherlands). For each measure-
ment, a 150 mm diameter dish of subconfluent cells was lysed in
0.5 MNaCl, 0,1% SDS, 1%Triton X-100, 50 mMTris, pH 7.2,
10 mM MgCl2, 0.5% sodium deoxycholate, 10 μg/ml leupep-
tin, 10 μg/ml aprotinin and 1 mM PMSF. The GST–CRIB
protein, pre-coupled to agarose–gluthatione beads, was used to
precipitate GTP-bound Rac from cleared cell lysates for 30 min
on ice. Precipitates were washed in 50 mMTris, pH 7.2, 1%Tri-
ton X-100, 150 mMNaCl, 10 mMMgCl2, 10 μg/ml leupeptin,
10 μg/ml aprotinin and 1 mM PMSF buffer, and electrophoresis
and immunoblotting for Rac1 were carried out.
Western-blot analysis
Cells were lysed at 4◦C for 30 min as described previously (Welch
et al., 1998; Varon et al., 2006a). Lysates were cleared of nuc-
lei and debris by centrifugation and protein concentration was
estimated using a kit from BioRad. Equal amounts of proteins
(50 μg) were subjected to SDS electrophoresis and transferred on
to immobilon PVDFmembranes. Blots were incubated with the
appropriate primary antibodies, followed by the corresponding
HRP (horseradish peroxidase)-conjugated secondary antibodies
and proteins were revealed by chemoluminescence using the
ECL® kit (Amersham).
p38 activity assay
The activation of p38 was assessed by Western blot analysis us-
ing an antibody specific for the Thr180/Tyr182 phosphorylated
(active) form of p38.
Statistics
Results represent the means+− S.D. for the ratio of values mea-
sured in the presence or absence of TGFβ in at least two in-
dependent experiments, each experiment being performed in
triplicate. Significant differences were calculated with the Stu-
dent’s t test (P< 0.05). For each investigation, one representative
experiment is shown.
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